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RÉSUMÉ
La communauté de salamandres de ruisseaux à l’étude comporte au moins cinq espèces,
certaines au statut précaire, et des hybrides Desmognathus. face à l’important manque de
connaissances sur l’habitat de ces espèces au Québec, la caractérisation de l’habitat de la
communauté de salamandres de Covey Hill a été réalisée de mai à septembre 2004. Les
préférences écologiques des espèces ont été identifiées et suivent un gradient d’humidité en
réponse aux pressions de compétition et de prédation. Au total, 1$ variables expliquent
l’abondance des espèces dans l’habitat. Les salamandres sombres ont montré une
importante ségrégation de niche écologique et leurs hybrides partagent des habitats
similaires à l’espèce maternelle. Les analyses de l’ADN mitochondrial et nucléaire, comme
les enzymes de restriction, ont permis de valider deux critères d’identification
morphologique des salamandres sombres et des hybrides. Il fut démontré que ces critères
étaient fiables pour les espèces parentales mais pas infaillibles.
Mots-clés: ADN mitochondrial, ADN nucléaire, analyse de communauté, hybrides
Desmognathus, identification moléculaire, identification morphologique, niches
écologiques, salamandres de ruisseaux, sélection d’habitat, variables environnementales.
iv
ABSTRACT
The stream salarnander community under study includes five Plethodontid species, some
with a precanous status, and Desmognathus hybrids. Confronted to the important lack of
knowledge of these species ecological requirements in Québec, the habitat of the
community of salamanders of Covey Hill was charactenzed between May and September
2004. The ecological preferences of the species were interpreted in response to competition
and predation pressures and follow a moisture gradient. A total of 18 variables were
relevant to explain the species abundances in the habitat. The dusky salamanders showed an
important niche segregation and their hybrids shared similar habitats to the maternaI
species. Molecular analyses of mitochondrial and nuclear DNA, as well as restriction
enzymes alÏowed the validation of two morphological characters used for the identification
of dusky salamanders and hybrids. It was demonstrated that these characters are reliable for
the parental species but not infallible.
Keywords: Desmognathus hybrids, comrnunity analysis, ecological niches, environmental
variables, habitat selection, mitochondrial DNA, molecular identification, morphological
identification, nuclear DNA, stream salamander,
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CHAPITRE 1:
INTRODUCTION
91.1. LES PLÉTHODONTIDÉS
Les salamandres de la famille des Pléthodontidés sont caractérisées par l’absence de
poumons chez les adultes (Noble 1913) qui respirent par la peau et les muqueuses des
régions buccale et pharyngienne (Withford & Hutchison 1967, Gatz et ai. 1975, feder &
Burggren 1985). De loin la plus grande famille de salamandres, avec 250 espèces
connues, elle se subdivise en deux sous-familles: les Desmognathinés et les
Pléthodontinés (frost 1985, Duelleman 1993). Deux genres sont reconnus parmi les
Desmognathinés: Desmognathus et FhaeognatÏms. Ce dernier ne comprend qu’une
seule espèce: Fhaegnathus hubrichti. Le genre Desmognathus quant à lui comprend
actuellement 19 espèces (Frost 2004) parfois étroitement liées et dont les relations
phylogénétiques demeurent irrésolues.
Historiquement, le genre Desmognathus a été l’un des plus problématiques à résoudre
chez les amphibiens en raison de la synonymie des espèces (Karlin & Guttman 1986).
En effet, de nombreux problèmes taxonomiques ou phylogénétiques sont causés par la
grande variation morphologique des espèces, laquelle a mené, au cours des années, à
l’identification de nombreuses sous-espèces. En effet, un nombre impressionnant de
synonymes existent pour certaines espèces du genre Desmognathus (i.e. 25 pour
D. fuscus, 17 pour D. orestes, 9 pour D. ochrophaeus, Frost 2004). Les morphes
reconnus varient dans la coloration, les caractéristiques des patrons dorsaux ou l’indice
mélanique (Martof & Rose 1962, Tilley 1969, Anderson & Tilley 2003), des
composantes influencées par différents degrés de variation génétique, ontogémque ou
sexuelle (Tilley 1969). Par exemple, la densité des mélanophores chez les
Desmognathus augmente avec l’âge; ainsi, les plus vieux spécimens, spécialement les
mâles, deviennent très foncés et sont alors plus difficilement identifiables (Huheey 1966,
Tilley 1969). Des variations majeures dans les patrons dorsaux furent rapportées entre
les populations de D. ochrophaeus et D. fuscus du nord et celles du sud, où des
phénotypes différents sont fixés (Tilley 1969, Karlin & Guttrnan 1986). La variabilité
jmorphologique entre les espèces du genre Desmognathus est également reliée à
l’environnement. En plus des variations géographiques existantes, les patrons de
coloration dorsaux ainsi que la taille des individus varient selon l’altitude et suivent un
gradient latitudinal (Tilley et al. 1978).
L’important polymorphisme au sein des Desmognathus existe autant entre les
populations qu’au sein des populations (Huheey 1966, Tilley 1969, 1973a) et implique
probablement du mimétisme (Tilley et aï. 1978). Les caractères morphologiques
semblent hautement variables et homoplasiques, ce qui complique autant l’identification
des espèces que la systématique du genre (Larson 1984, Wake 1991). Également, de
nombreux morphes intermédiaires furent identifiés (Dunn 1926, King 1939, Hairston
1949, Martof & Rose 1963), ce qui rend leur attribution à une espèce difficilement
réalisable ou incertaine.
Le manque de résolution dans les phylogénies des Pléthodontidés a également été
observé avec les analyses basées sur des caractères morphologiques (Lombard & Wake
1986, Presh 1989, Wake 1993). Cependant, la venue de méthodes moléculaires a permis
de mettre à jour une grande variabilité génétique inter et infraspécifique (Karlin &
Guttman 1986) et conséquemment certaines sous-espèces furent reclassées au niveau
d’espèces (Titus & Larson 1996). Au sein du genre Desmognathus, D. ochrophaeus
serait l’espèce la plus variable génétiquement (Rissler & Taylor 2003). Les individus de
cette espèce s’avèrent rarement monophylétiques, même lorsque les spécimens sont
récoltés dans une région restreinte (Titus & Larson 1996, Rissler & Taylor 2003).
Également, les populations nordiques de D. fiiscus sont à ce point différentes de celles
du sud (Tilley & Schwerdtfeger 1981, Karlin & Guttinan 1981, 1986), que la distance
génétique entre ces populations est plus importante que celle entre des populations de
D. fuscus du nord et de D. ochrophaeus du sud. Près de 25 % de la diversité génétique
4réside au sein des populations de D. fuscus alors qu’un autre 25 % est associé aux
régions géographiques (Karlin & Guttman 1986).
Les relations phylogénétiques et taxonomiques des Desmognathus sont grandement
compliquées par la présence d’hybridation entre certaines espèces, ainsi que par la
présence d’isolement reproductif autant entre des populations d’espèces allopatriques
que sympatriques. Effectivement, au sein du groupe, de nombreuses espèces peuvent
s’hybrider (Verreil 1990a, 1990b, 1990e, Verreil & Tilley 1992, Arnold et al. 1996).
L’hybridation confère aux descendants de la première génération (Fi) un bagage
génétique intermédiaire entre les espèces parentales. Ainsi, pour l’ensemble des Iocus
étudiés avec l’ADN nucléaire, tous les individus devraient posséder des allèles de
chacune des deux espèces. Cependant, lors de l’analyses des allozymes, des nombres
variables de Iocus portant les deux allèles de la même espèce ont été observés chez les
hybrides (Sharbel et al. 1995, Rissler & Taylor 2003). Il a été suggéré que des
rétrocroisements auraient lieu entre les hybrides et les espèces parentales, expliquant la
plus grande ressemblance génétique des hybrides à un des deux parents (Karlin &
Guttman 1981, Sharbel et al. 1995). Cette observation pourrait être également
attribuable à de l’hybridation ancestrale (Rissier & Taylor 2003). Étant donné la
proximité phylogénétique de certains membres du genre et la difficulté de départager
certaines sous-espèces ou espèces interfécondes, deux complexes d’espèces ont été
créés. Le premier comporte six espèces (D. ochrophaeus, D. ocoee, D. carolinensis,
D. orestes et D. imitator, Tilley & Mahonney 1996) alors que le second comprend
D. .fuseus et D. santeetlah (Petranka 199$).
Même avec les analyses enzymatiques (Tilley et al. 197$) ou moléculaires (litas &
Larson 1996, Mead et ai. 2001, Rissier & Taylor 2003), l’absence de résolution des
phylogénies persiste et les relations évolutives entre les espèces demeurent ambigus.
Une radiation évolutive rapide des espèces au sein de ce groupe expliquerait la
5diversification de ce genre le long de sa distribution nord-américaine (Titus & Larson
1996, Mead et aÏ. 2001, Rissler & Taylor 2003). Il semble que le genre Desmognathus
forme un complexe d’espèces cryptiques dont l’évolution est parfois difficile à retracer
(Rissier & Taylor 2003).
1.2. LES DESMOGNATHUS DU QUÉBEC
Alors que le genre Desmognathus atteint sa plus grande diversité dans les Appalaches,
seulement deux espèces sont présentes au Québec: la salamandre sombre du nord
(D. fitscus) et la salamandre sombre des montagnes (D. ochrophaeus). Celles-ci
atteignent la limite nord de leur distribution au Québec.
1.3. BIOLOGIE DES ESPÈCES
1.3.1. Distribution
En Amérique du Nord, D. ochrophaeus se retrouve dans les Adirondacks, au nord de
l’état de New York, vers l’ouest en Ohio et au sud en Pennsylvanie sauf dans sa partie
sud-est (figure 1.1). L’espèce est présente dans le nord-est du Maryland, l’est et le sud
de la Virgime occidentale jusqu’au Kentucky. À l’extrême ouest de la Virginie elle est
retrouvée jusque dans la portion sud des Blue Ridge Mountains à l’est du Tennessee. Sa
distribution englobe également l’ouest de la Caroline du Nord jusqu’au nord de la
Géorgie (Orr 1989). Dans la partie nord de son aire de répartition, elle est apparemment
absente du Vermont, qui constitue probablement la limite est de sa distribution (Alvo &
Bonin 2003). D. ochrophaeus est une espèce montagneuse, retrouvée en altitude et dont
l’aire de répartition est comprise à l’intérieur de celle de D. fuscus, qui se retrouve à des
altitudes moins élevées (Houk et al. 1988). Cette dernière est largement distribuée dans
les régions montagneuses de l’est de l’Amérique du Nord (Hairston 1987). Sa
6distribution comprend les montagnes des Appalaches et une partie des basses terres
environnantes (Figure 1.1).
7o D.
D. ochrophaeus
Figure 1.1. Distribution de la salamandre sombre des montagnes (Desmognathus
ochrophaeus) et de la salamandre sombre du nord (Desmognathus fuscus)
en Amérique du Nord et au Canada avec les régions de (1) Covey Hill au
Québec, et (2) Niagara Faïls en Ontario. (Modifié de Conant & Collins
1998).
$À l’échelle canadienne, D. ochrophaeus n’avait été retrouvé que sur le versant nord de
Covey Hill, une colline située en Montérégie, dans les contreforts des Adirondacks
(Sharbel & Bonin 1992). Le secteur abritant l’espèce se trouve à une centaine de
kilomètres au sud de Montréal, à proximité de la frontière de l’état de New York (figure
1.1). Tout récemment, cette espèce a également été observée à un site près de Niagara
Falis en Ontario (Comm. pers. Jacques Jutras 2005). D. fuscus quant à lui est présent au
sud du Québec, au Nouveau-Brunswïck et dans une région restreinte de l’Ontario, à
quelques kilomètres au nord de Niagara fails (Conant & Coliins 199$, Figure 1.1).
1.3.2. Cycle vital
1.3.2.1. Reproduction etponte
Le cycle reproducteur des Desmognathus varie géographiquement. Chez
D. ochrophaeus, la période de reproduction a été rapportée au printemps, à l’été et à
l’automne (Petranka 199$). La majorité des femelles des populations de l’Ohio se
reproduisent annuellement (Fitzpatrick 1973, Keen & Orr 1980). Selon d’autres auteurs,
l’espèce se reproduirait une fois par année (Martof& Rose 1963), une fois aux deux ans
(Organ 1961) ou de deux à quatre fois tous les deux ans (Tilley & Tinlde, 1968). Tiliey
(1973e) estime toutefois que les pontes bi-annuelles sont peu probables chez une même
femelle et explique l’observation de deux périodes de ponte par des reproductions
synchrones entre un groupe de femelles se reproduisant l’été et un autre se reproduisant
l’hiver. Dans cette situation, les premières femelles pondraient à l’automne, alors que les
secondes pondraient au printemps (Tilley 1973e). À peu d’exceptions près, la ponte chez
D. ochrophaeus débute en mars, atteint son maximum à la mi-mai et se poursuit en
septembre (Off 1989). Dans l’état de New York, la ponte est au printemps et à l’automne
(Bishop 1941), alors que dans les Appalaches, elle a lieu majoritairement durant l’été
(Tilley 1973e). En Ohio, l’oviposition a lieu après l’émergence à la mi-avril, atteint son
maximum à la mi-mai et se poursuit jusqu’en septembre (Fitzpatrick 1973). Dans ces
9mêmes régions, des pontes furent rapportées en hiver et au printemps alors qu’elles
avaient eu lieu dans des dépressions du sol (Keen & Orr 1980).
D. fuscus se reproduit au printemps et à l’automne dans les états de New York et de la
Virginie. Toutefois, dans plusieurs de ces populations, les femelles ne pondent qu’une
fois par année (Bishop 1941, Organ 1961). Les périodes de ponte sont comparables entre
les populations le long de la distribution de l’espèce (Petranka 1998). Elle a lieu de
juillet à septembre en Pennsylvanie (Krzysik 1980), de fin juin à fin août au Tennessee,
en Caroline du Nord et en Virginie (Organ 1961, Jones 1986), et s’étend parfois
jusqu’en octobre en Alabama et en Indiana (Minton 1972, Mount 1975).
D. ochrophaeus et D. fuscus déposent leurs nids sous des roches, des débris ligneux ou
dans des dépressions du sol, souvent sur les berges des ruisseaux (Bishop & Chrisp
1933, Krzysik 1980, Jones 1986). Typiquement, les nids de D. fuscus se retrouvent à une
distance de 1 à 2 in du lit du ruisseau (Petranka 1998), à une distance variant de 30 cm à
1 m de l’eau de surface (Jones 1986), alors que D. ochrophaeus montre une plus forte
tendance à pondre dans le sol (Keen & Orr 1980).
Chez les salamandres sombres, il existe une corrélation positive entre le nombre d’oeufs
d’une portée et la taille des individus (Danstedt 1975). Une femelle D. ochrophaeus peut
pondre de 11 à 14 oeufs dans l’état de New York (Bishop 1941) et ce nombre peut
s’élever jusqu’à 40 dans le sud de son aire de distribution (Verreli 1989). Chez
D. fuscus, le nombre d’oeufs est également variable, pouvant être compris entre 5 et 33
au Massachussetts (Wilder 1913) ou encore entre 22 et 34 en Pennsylvanie (Hall 1977).
1.3.2.2. Incubation et éclosion des oeufs
En milieu naturel, la durée estimée de l’incubation des oeufs de ces deux espèces se situe
entre 50 et 70 jours (Juterbock 1986, Tilley 1972, Tilley 1973e). Le temps d’incubation
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peut différer selon la région ou le site, mais varie également entre les portées (Juterbock
1986). Le développement des oeufs est accéléré par des températures plus élevées
(Juterbock 1986), mais il est également plus rapide en altitude (Tilley 1973c). Ces
observations suggèrent des divergences génétiques entre les populations ou possiblement
des abondances de nourriture en altitude suffisamment importantes pour compenser les
températures plus faibles et la saison de croissance plus courte (Tilley 1973c). Dans
l’état de New York, en Ohio et au Kentucky, les oeufs de D. fitscus vont éclore entre la
fin août et la mi-octobre (Bishop 1941, Orr & Maple 197$, Juterbock 1986). L’éclosion
a lieu en août chez D. ochrophaeus en Caroline du Nord (Tilley 1972), entre la mi-
septembre et le début octobre en Ohio (Keen & Orr 1980, Orr 1989), ainsi qu’en mars,
septembre et octobre dans l’état de New York (Bishop 1941).
Les femelles D. ochrophaeus et D. fuscus offrent des soins parentaux aux oeufs jusqu’à
leur éclosion (Forester 1979. forester 1981, Juterbock 1987). Elles assurent ainsi leur
défense contre les prédateurs, augmentent leur oxygénation et limitent la dessiccation en
restreignant les contacts avec l’air (forester 1979). Aussi, elles diminuent les infections
fongiques par oophagie, en s’alimentant des oeufs morts ou infectés, et diminuent le
dépôt du vitellus par des vibrations de la mâchoire (Tilïey 1972, Forester 1979, Forester
1984, Orr 1989). Il est peu fréquent que les oeufs soient abandonnés par la femelle
lorsque celle-ci est dérangée (Juterbock 1987). Les femelles demeurent auprès de leur
portée tout au long du stade de développement des oeufs, malgré de nombreuses
perturbations (Juterbock 1987). Même lorsque que le nid est vide, celui-ci n’est
abandonné que la moitié du temps lorsque la femelle est perturbée (Juterbock 1987). Les
oeufs abandonnés meurent dans 100 % des cas alors que les soins apportés par la femelle
diminuent ce taux à 47 % (Forester 1979). 11 semble que certaines femelles occupent
l’endroit de leur futur nid de 14 à 21 jours avant la ponte (Forester 1981).
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1.3.2.3. Stade larvaire
À l’éclosion, les larves de Desmognathus possèdent des branchies qui persisteront de
quelques heures à quelques jours (Bishop 1941). Les juvéniles du genre Desmognathus
se métamorphosent généralement entre la fin de la deuxième et le début de la troisième
année de vie, alors qu’ils mesurent plus de 30 mm (Bishop 1941, Danstedt 1979, Keen
& Off 1980). Selon leur distribution, les larves de D.fuscus se métamorphosent de 9 à
14 mois après l’éclosion, alors qu’elles mesurent entre 9 et 20 mm (Organ 1961,
Danstedt 1975, Jones 1986, Juterbock 1990). Le stade larvaire de D. ochrophaeus peut
durer de quelques jours à 8 mois (Bishop & Chrisp 1933, Eaton 1956, Keen & Off
1890), ou même être absent (Dunii 1917). Selon Organ (1961), le stade larvaire durerait
de 10 à il mois chez D. ochrophaeus et de 13 à 16 mois chez D. fuscus.
1.3.2.4. Maturité sexuelle et longévité
L’âge et la taille à la maturité sexuelle diffèrent entre les mâles et les femelles (Organ
1961, Spight 1967, Danstedt 1975, 1979) et varient selon les régions et l’altitude (Tilley
1980). Toutefois, à des altitudes comparables, ils varieront en fonction de l’habitat
forestier ou riverain (Tilley 1974). En Ohio et en Pennsylvanie, D. ochrophaeus atteint
la maturité sexuelle après 3 ou 4 ans (Hall 1977, Keen & Off 1980). Chez D. fuscus les
mâles atteignent la maturité sexuelle entre 3 ans et 3 ans et demi (Organ 1961, Spight
1967) alors que les femelles requièrent une année supplémentaire de développement
(Organ 1961). En Virginie, la première ponte a lieu chez des groupes de femelles âgées
de 5, 7 et 9 ans, où elles atteignent la maturité sexuelle un an après les mâles (Organ
1961). En milieu naturel, la longévité maximale de D. ochrophueus est estimée à
environ 15 ans (Off 1989) ou 7 ans (Desroches & Rodrigue 2004), alors que la durée de
vie de D. fuscus serait de 10 ans (Desroches & Rodrigue 2004).
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1.3.3. Domaine vital et déplacements
Le domaine vital de D. ochropheaus est estimé à 1 m (Off 1989). En Ohio, il serait
inférieur à 1 m alors que celui de D. fuscus serait inférieur à 3 m2 (Barthalamus &
Bellis 1969).
D. ochropÏiaeus se déplace verticalement dans le sol dans certaines conditions
environnementales particulières. Par exemple, lorsque la température est élevée ou que
le sol s’assèche, il lui arrive de s’enfouir dans le sol jusqu’à une profondeur de 90 cm
(Hairston 1949). Un comportement similaire est observable chez la salamandre rayée
(Flethodon cinereus). Dans des conditions de sécheresse, elle se réfugie dans le sol à une
profondeur de plus d’un mètre en évitant toutefois la nappe phréatique (Taub 1961).
Jaeger (1971a) mentionne qu’à mesure que le niveau de la nappe phréatique s’élève, la
distribution entière de la population de P. cinereus se déplace vers la surface. Cette
espèce s’enfouit également dans le sol lorsqu’il devient saturé d’eau (Taub 1961).
En plus des déplacements verticaux, des déplacements horizontaux vers des refuges ou
des dépressions humides en période de sécheresse sont également observés chez les
salamandres (Heatwole 1962). D. ochrophaeus peut descendre les cours d’eau lorsque
ceux-ci s’assèchent (Organ 1961). Rolomuzld (1982) observa que des individus de cette
espèce peuvent parcourir des distances importantes pour retourner à leur emplacement
initial après avoir été déplacés de 30 m. Barthalamus & Bellis (1969) ont observé le
même phénomène chez D. fuscus, après un déplacement d’une distance comparable.
Sinon, les déplacements moyens de D. ochrophaeus entre captures successives sont de
l’ordre de 41 à 47 cm avec un maximum de 1,7 m (Huheey & Brandon 1973). Ils
seraient plutôt de l’ordre de 2 à 5 m pour D. fuscus (Pendlebury 1973, Holomusky
1982). Des déplacements plus importants de D. fuscus furent enregistrés, allant jusqu’à
17,1 m sur une période de 24 heures (Barbour et aÏ. 1969).
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1.3.4. Activité
L’activité des Desmognathus est reliée à leur tolérance à la dessiccation (Feder &
Londos 1984). Conséquemment, sur une base journalière, l’activité de D. ochrophaeus
et de D. fuscus varie selon l’heure, limitée principalement par la luminosité et les
conditions d’humidité (Hairston 1949, Huheey & Brandon 1973, Shealy 1975). Le jour,
ces salamandres demeurent sous des abris, dans des refuges ou enfouies dans le sol, là
où l’exposition à la lumière et les pertes d’eau sont limitées. La nuit, elles sortent à la
surface du sol pour s’alimenter et se reproduire alors que la température est faible,
l’humidité élevée et les rayonnements solaires absents (Shealy 1975). De plus, les
salamandres sont moins vulnérables aux prédateurs la nuit, en raison de la faible
luminosité (Ralph 1957). Sur une base saisonnière, les facteurs les plus significatifs sur
l’activité de D. ochrophaeus et de D. fuscus sont la température et l’humidité du sol
(Shealy 1975).
La fréquence et la durée des activités des salamandres sont également limitées par la
présence de compétiteurs et de prédateurs. Par exemple, en présence de D. monticota,
D. fuscus s’aventure hors des refuges moins fréquemment et ses activités à la surface
s’étendent sur une plus courte période (Keen 1982).
1.3.5. Hybridation et identification morphologique
De nombreux auteurs ont suggéré que D. ochrophaeus et D. fuscus pouvaient s’hybrider
en se basant sur l’observation de spécimens morphologiquement intermédiaires entre les
deux espèces (Dunn 1926, King 1939, Hairston 1949, Martof & Rose 1963). Les
analyses d’allozymes subséquentes ont confirmé la présence d’hybrides dans des
populations sympatriques de l’Ohio, de la Pennsylvanie et du Québec (Karlin &
Guttman 1981, Houck et al. 1988, Sharbel & Bonin 1992), même s’il s’agit d’un
phénomène rare. Le taux d’hybridation des salamandres sombres au Québec serait
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effectivement faible; Sharbel et aï. (1995) n’ayant détecté que 11 hybrides sur 201
spécimens. Par ailleurs, les analyses génétiques ont révélé l’absence d’hybrides de la fi
suggérant des rétrocroisements entre les hybrides et les espèces parentales. Au Québec,
des rétrocroisements auraient effectivement lieu, mais uniquement avec D. ochrophaeus
(Sharbel et al. 1995).
Très souvent, les études portant sur l’écologie des salamandres se basent sur des données
d’inventaire où les espèces ont été identifiées morphologiquement. Au moins cinq types
de patrons dorsaux sont reconnus pour D. ochrophaeus, sur la base de caractéristiques
des lignes dorso-latérales, de la bande dorsale ou encore des indices mélaniques (Martof
& Rose 1963, Tilley 1969, Anderson & Tilley 2003). Des patrons dorsaux typiques pour
chacune des espèces ont été identifiés (Tilley 1969). Cependant, les patrons spécifiques
ne sont pas les mêmes dans les parties nord et sud de la distribution des espèces (Tilley
1969, Conant & Collins 1998). Par ailleurs, étant donné la très grande variabilité de ces
caractères et la possibilité d’hybridation, on retrouve une importante gamme de
morphotypes chez ces espèces. Si les espèces pures présentent des patrons dorsaux
distinctifs, les hybrides de la F1 devraient présenter une morphologie intermédiaire entre
celles-ci, comme les individus observés par Martof& Rose (1963). Conséquemment, les
caractères morphologiques devraient permettre l’identification des hybrides. Deux
critères morphologiques externes inspirés de ceux proposés par Tilley (1969) et Conant
& Collins (199$) peuvent êtres utilisés pour identifier les salamandres sombres et leurs
hybrides. Les caractères se basent sur deux éléments du patron dorsal : les lignes dorso
latérales et la bande dorsale. Typiquement D. ochrophaeus possède des lignes dorso
latérales droites (Tilley 1969, Conant & Collin 1992) et une bande dorsale avec des
mouchetures plus ou moins de la forme de chevrons, disposées en une seule ligne
centrale (Tilley 1969, Figure 1 .2a). Chez D. fuscus, les lignes dorso-latérales sont
irrégulières, sinueuses ou en zigzag et la bande dorsale possède des mouchetures
disposées aléatoirement sans structure linéaire (Conant & Collins 199$, figure l.2b).
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Suivant ces caractères, un spécimen sera identifié comme un hybride s’il partage un des
critères distinctifs de chaque espèce (i.e. des lignes dorso-latérales droites et une bande
dorsale portant des mouchetures désorganisées ou des lignes dorso-latérales sinueuses
avec une bande dorsale dont les mouchetures sont disposées en une seule ligne centrale).
a)
-
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Figure 1.2. Identification morphologique de a) Desmognathus ochrophaeus et b)
Desmognathus fuscus à partir de la forme des lignes dorso-latérales (1) et
des caractéristiques de la bande dorsale (2).
N.
J L. Bouthillier 2003
b)
rab
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1.4. ÉCOLOGIE DES PLÉTHODONTIDÉS
1.4.1. Compétition
La compétition est l’un des principaux facteurs expliquant la structure des communautés
de salamandres et la sélection d’habitat par les différentes espèces (Hairston 1949,
Jaeger 1971b, Grover 2000). Plusieurs auteurs ont décrit une ségrégation écologique
spatiale ou comportementale chez les salamandres coexistant dans un même
environnement comme une stratégie d’évitement de la compétition (Jaeger 1971 b, Fraser
1976, Keen 1982, Roudebush & Taylor 1987). Ce phénomène peut se traduire, entre
autres, par une utilisation différentielle des refuges ou par une alimentation et des
périodes d’activité différentes. Cela fut observé chez D. fuscus (Keen 1982, Grover
2000), D. rnonticoÏa (Colley et al. 1989) et P. cinereus (Fraser 1976), une espèce
compétitrice de D. ochrophaeus (Organ 1961, Smith & Pough 1994). Krzysik (1979),
mentionne que D. ochrophaeus possède une niche écologique dont l’amplitude est
réduite lorsqu’il vit en sympatrie avec des espèces compétitrices. Effectivement, en
présence de D. fuscus, D. ochrophaeus utilise un substrat plus sec et plus fin, en plus de
se retrouver à une plus grande distance de l’eau (Krzysik 1979). D’autres ont rapporté
des changements dans le développement larvaire pour éviter la compétition (Off &
Maple 1978). Une ségrégation spatiale se fait également entre les différents stades chez
une même espèce. Chez D. ochrophaeus, les juvéniles utilisent des abris plus petits que
les adultes (Krzysik 1979). L’utilisation différentielle de l’habitat par les larves et les
adultes a également été rapportée pour D. fuscus (Grover 2000) et D. rnonticoÏa
(Roudebush & Taylor 1987, Colley et al. 1989) et demeure une stratégie efficace pour
limiter la compétition intraspécifique.
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1.4.2. Prédation
La prédation est aussi importante que la compétition dans la sélection de l’habitat des
salamandres et les espèces réagissent de la même façon à cette pression en évitant le
chevauchement des niches écologiques (Hairston 1987). Parmi les prédateurs reconnus
de D. ochrophaeus et D. fuscus, on retrouve la salamandre pourpre (G. porphyriticus),
une salamandre de ruisseaux de grande taille (Tilley 1973b, Uzendoski et al. 1993,
Hileman & Brodie 1994). Par ailleurs, les salamandres sombres sont aussi victimes des
couleuvres, des petits mammifères et des oiseaux (Bishop 1941, Hom 1988, Orr 1989,
Whiternan & Wissinger 1991, Petranka 1998). Il semble que la prédation intraspécifique
soit également présente chez certaines salamandres (Pendlebury 1973). Il semblerait que
D. ochrophaeus défend ses oeufs efficacement contre les congénères homospécifiques et
les salamandres de petite taille, mais demeure inefficace contre les prédateurs mesurant
plus du tiers de sa taille (Forester 1979). Contrairement à d’autres, les salamandres du
genre Desinognathus ne possèdent pas de sécrétions cutanées toxiques pour repousser
les prédateurs (Brodie 1977). Cependant, elles peuvent reconnaître les signaux
chimiques laissés au sol par des congénères blessés ou par certains prédateurs comme les
couleuvres (Cupp 1994, Luttershmidt et al. 1994). De plus, l’amputation spontanée de la
queue, l’autotomie, semble être une stratégie antiprédateur efficace chez plusieurs
espèces (Whiteman & Wissinger 1991).
1.4.3. Ségrégation spatiale des espèces dans l’habitat
Les Pléthodontidés se distribuent dans l’habitat selon un gradient d’humidité, du milieu
aquatique au milieu terrestre (Hairston 1987, Grover 2000, Grover & Wilbur 2002,
Petranka & Smith 2005). Ce gradient résulte d’un évitement de la prédation et de la
compétition, mais dépend également des exigences écologiques de chaque espèce
(Grover 2000). Il est reconnu que dans les communautés de salamandres, les plus
grosses espèces aquatiques vont repousser les plus petites espèces vers les habitats
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terrestres (Hairston 1949, Smith & Pough 1994). Cette observation est également vraie
pour les Desmognathus qui sont plutôt des salamandres semi-aquatiques (Petranka
1998). Il en résulte un gradient de tenestrialité suivant la taille décroissante des espèces:
D. quadramacuÏatus > D. monticola > D. fuscus > D. ochrophaeus > D. weÏteri, où
D. quadramaculatus est l’espèce la plus aquatique (Hairston 1980, Carr & Taylor 1985,
Southerland 1986a, 1986e). La ségrégation spatiale des espèces au sein de la
communauté est telle qu’elle minimise le chevauchement des niches écologiques
(Grover, 2000).
1.4.4. Exigences écologiques
Les niches écologiques des salamandres sont grandement affectées par la prédation et la
compétition, mais sont également définies par un ensemble de caractéristiques
environnementales offrant des conditions d’humidité (Grover 2000, Grover & Wilbur
2002) ou d’alimentation (Hairston 1949) qui assurent leur survie. Différentes études ont
validé l’importance de nombreux facteurs environnementaux sur la survie, la
distribution, l’abondance et la richesse d’espèces, terrestres ou aquatiques (Southerland
1986b, Davic et aÏ. 1987, Gibbs 1998, Grover 2000, Young & Yahner 2003, Grant et aï.
2005).
Puisque les Pléthodontidés possèdent une respiration cutanée (Noble 1913), leur peau
doit demeurer humide en permanence afin d’assurer les échanges gazeux (feder 1983).
Les salamandres sombres sont beaucoup plus sensibles à la dessiccation que d’autres
Pléthodontidés terrestres comme Flethodon cinereus (Spotila 1972). Au sein du genre,
D. ochrophaeus serait particulièrement vulnérable à la dessiccation puisqu’il possède
une moins grande tolérance aux températures élevées et un taux de réhydratation plus
lent que D. fuscus (Spotila 1972). Conséquemment, leur sélection d’habitat est reliée à
leur tolérance à la dessiccation (Feder & Londos 1984). Pour ces raisons, les conditions
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de température, l’humidité de l’air et les précipitations sont très importantes pour ces
espèces (Heatwole & Lim 1961, Heatwole 1962, fraser 1976, Jaeger 1971a) qui se
montrent sensibles au rayonnement solaire (Heatwole 1962). Les facteurs hydrologiques
influencent également l’abondance et la diversité des salamandres (Southerland 1 986b,
Krzysik 1979, Jung et aï, 2000). Durant le jour, les salamandres demeurent sous des
abris, dans des refuges ou enfouies dans le sol afin de limiter les pertes d’eau et
l’exposition à la lumière ($healy 1975). Ainsi, l’habitat des salamandres doit offrir des
abris, des refuges et un certain couvert végétal pour limiter le rayonnement solaire au sol
ainsi que maintenir l’humidité et la température du milieu à des niveaux acceptables
pour la survie des salamandres ($healy 1975, Krzysik 1979, Jung et aï. 2000). Le type
de substrat affecte aussi l’utilisation de l’habitat par les salamandres (Hawkins et aï.
1983, Herrington & Larsen 1985); certains par leur capacité à retenir l’humidité,
d’autres parce qu’ ils offrent des meilleures conditions pour l’alimentation (Jaeger et aï.
1995) ou encore parce qu’ils offrent une bonne protection contre les prédateurs (Moore
et aï. 2001). Alors que la disponibilité des abris est essentielle à la présence des
salamandres, la taille et le type des abris permettent de discriminer les niches
écologiques de nombreuses espèces (Organ 1961, Krzysik 1979, Keen 1982, Grover
2000). D’autres variables abiotiques, telles que le pH, sont discriminantes pour la
présence des salamandres. Par exemple,?. cinereus est exclu des habitats de faible pH
alors qu’un pH de 3 à 4 lui est létal (Wyman & Hawksley-Lescault 1987). Ainsi,
F. cinereus est absent des sols des forêts de conifères (Wyman & Hawksley-Lescault
1987). Finalement, Gibbs (199$) mentionne que les populations d’amphibiens ne
peuvent persister sous un couvert forestier inférieur à 50 %. De même, la densité des
salamandres augmente en fonction de la superficie de la forêt résiduelle et diminue avec
la fragmentation du milieu.
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1.5. PROBLÉMATIQUE
Parmi les dix espèces de salamandres présentes au Québec, au moins sept espèces sont
retrouvées à Covey Hill; une colline de la Montérégie, située dans les contreforts des
Adirondacks, à près de 3 km au nord de la frontière de l’état de New York. Certaines
espèces sont étroitement associées aux ruisseaux: (1) la salamandre sombre du nord
(Desmognathus fuscus), (2) la salamandre sombre des montagnes (Desmognathus
ochrophaeus), (3) la salamandre à deux lignes (Ewycea bisÏineata) et (4) la salamandre
pourpre (GrÉnophilus porphyriticus). Trois espèces principalement forestières habitent
également ce secteur: (5) la salamandre rayée (Plethodon cïnereus), (6) la salamandre
maculée (Ambystorna maculatum) et (7) la salamandre à points bleus (Ambystorna
laterate). Finalement, des hybrides D. ochrophaeus x D. fuscus sont également présents
au sein de la communauté de salamandres de Covey Hill.
De par sa biodiversité, ce secteur est très intéressant pour l’étude d’une communauté de
salamandres, d’autant plus qu’il s’agit du seul endroit au Canada où l’on retrouve
D. ochrophaeus, exception faite d’une observation à Niagara falls en Ontario (comm.
pers. Jacques Jutras 2005). La distribution canadienne de cette espèce est inférieure à 50
km2 (Alvo & Bonin 2003). En raison de sa distribution restreinte et des menaces qui
compromettent le maintien des populations et de ces habitats, D. ochrophaeus apparaît
sur la liste des espèces désignées menacées du Comité sur le Statut des Espèces en Péril
au Canada (COSEPAC) depuis 2001. Au Québec, D. ochrophaeus, D. fuscus et
G. porphyriticus sont des espèces susceptibles d’être désignées menacées ou vulnérables
selon le Ministère des Ressources naturelles et de la faune du Québec (MRNF).
À l’heure actuelle, la survie des populations de salamandres de ruisseaux et la
conservation de leurs habitats sont largement compromis par de nombreux facteurs.
Parmi ceux-ci on compte l’exploitation des réserves d’eaux souterraines, les
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modifications du régime hydrique ou de la qualité des eaux, la déforestation et les
activités agricoles ou récréatives (Jufras 2003). En raison des pressions croissantes sur
l’habitat des salamandres de ruisseaux, un plan d’intervention a été mis de l’avant par le
MRNF, conjointement avec de nombreux intervenants, dont l’organisme Conservation
de la nature (Jutras 2003). Ce plan vise D. ochrophaeus, D. fuscus, G. porphyriticus et
E. bisÏineata, et il compte parmi ses objectifs celui d’élargir les connaissances actuelles
sur l’habitat de ces espèces afin de les protéger et d’assurer le maintien des populations
existantes (Jutras 2003). La situation précaire de D. ochrophaeus et le manque
d’information sur son habitat à nos latitudes en font une espèce prioritaire dans le plan
d’intervention. Bien que la situation précise de chacune de ces espèces ne soit pas aussi
critique, elles dépendent toutes du même milieu et nécessitent le maintien de la qualité
des ruisseaux pour survivre.
Suivant les priorités du plan d’intervention, ce projet de maîtrise vise d’abord
l’acquisition de connaissances sur l’habitat des salamandres de ruisseaux au Québec.
Cependant, étant donné les relations écologiques complexes entre les espèces de
salamandres qui vivent en sympatrie, la caractérisation de l’habitat doit tenir compte des
interactions possibles avec toutes les autres salamandres de la communauté, en
considérant à la fois les composantes environnementales, spatiales et biotiques. Cette
étude s’intéresse donc à la communauté entière de salamandres associées aux ruisseaux
de Covey Hill.
Très souvent, les études portant sur l’écologie des salamandres se basent sur des données
d’inventaire où les espèces furent identifiées morphologiquement. Cependant, il existe
une très grande variation morphologique au sein des Desmognathus ce qui rend
l’identification des espèces difficile (Martof & Rose 1963, Anderson & Tilley 2003).
Conséquemment, il est possible que D. ochrophaeus et D. fuscus soient confondus lors
de leur identification sur la base de critères morphologiques. Par ailleurs, l’hybridation
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possible entre les espèces devrait, pour la Fi, engendrer des individus
morphologiquement intermédiaires entre les espèces parentales. Cependant, le
phénomène de rétrocroisement entre les hybrides et les espèces parentales risque
d’altérer le signal morphologique, spécialement si les hybrides se reproduisent
uniquement avec D. ochrophaeus tel que rapporté au Québec (Sharbel et al. 1995). Dans
ce cas, les hybrides ressembleraient davantage à cette espèce parentale au fil des
générations.
Lors des inventaires de salamandres, l’identification morphologique des espèces est
couramment utilisée puisqu’elle peut se faire sur place, rapidement, ne requiert ni
sacrifice, ni amputation de l’animal et demeure peu couteuse. Les salamandres peuvent
être retournées à l’endroit exact de leur capture et ce, quelques minutes après avoir été
prélevées. L’identification génétique par contre est beaucoup plus efficace et donne des
résultats extrêmement fiables et précis. Cependant, l’identification génétique ne peut être
réalisée sur le terrain, elle est plus laborieuse, nécessite des prélèvements de tissus et
s’avère plus dispendieuse. Dans une optique de conservation spécifique à
D. ochrophaeus, il est impératif d’identifier l’espèce sans ambiguïté afin de caractériser
son l’habitat et déterminer sa distribution actuelle. Il est important de déterminer si
l’identification morphologique est valable en comparaison à l’identification génétique.
Dans un second volet, ce projet veut évaluer la pertinence des critères morphologiques
pour identifier les salamandres sombres et leurs hybrides au Québec, et ainsi déterminer
si l’identification génétique est nécessaire.
Les deux principaux objectifs de ce projet sont donc de: (1) caractériser l’habitat de la
communauté de salamandres de ruisseaux de Covey Hill, en portant une attention
particulière aux exigences écologiques des salamandres sombres et de leurs hybrides, et
(2) valider l’identification morphologique de D. ochrophaeus, de D. fuscus ainsi que de
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leurs hybrides à partir de méthodes moléculaires. Afin de répondre aux objectifs de
recherche, quatre questions spécifiques ont été formulées.
Les espèces de la communauté de salamandres de Covey Hill utilisent-elles des habitats
différents?
La compétition, la prédation et les conditions environnementales sont les principaux
facteurs affectant la ségrégation de niche des espèces au sein d’une communauté de
salamandres (Hairston 1987). Les espèces sont reconnues pour se répartir dans l’habitat
suivant un gradient d’habitat aquatique à terrestre (Organ 1961, Hairston 1980, 1986).
Par ailleurs, de nombreuses variables biotiques et abiotiques affectent autant la présence,
l’abondance et la diversité des salamandres (Southerland 1986b, Young & Yahner 2003,
Grant et ai. 2005). Si les salamandres à l’étude occupent effectivement des niches
écologiques distinctes, on s’attend donc à ce que les variables environnementales
mesurées permettent de discriminer les sites en fonction des espèces qui s’y trouvent.
Par ailleurs, des niches écologiques différentes pour chaque espèce devraient s’ expliquer
par les pressions de compétition et de prédation au sein de l’habitat et elles devraient
s’organiser le long d’un gradient d’humidité, si les variables mesurées sont
discriminantes.
Les Ïwbrides utilisent-ils les mêmes habitats que les espèces parentales?
Il est probable que les hybrides utilisent des habitats différents des espèces parentales si
ce phénomène leur procure un avantage physiologique (fitness plus élevé), comme ce fut
observé chez d’autres espèces d’amphibiens (Parris 2001, Pfenning 2003). Par ailleurs, il
est possible que la ségrégation spatiale des hybrides suive le sens de l’hybridation. En
effet, puisque les femelles Desmognathus prodiguent des soins parentaux à leur portée,
et qu’elles retournent pondre à l’endroit où elles sont nées (Forester 1977), il est possible
que les hybrides de la Fi utilisent les mêmes habitats que l’espèce maternelle.
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La distribution des salamandres de Covey Hill varie-t-elle au cours de la saison?
Dans des conditions d’habitat défavorables, les salamandres peuvent effectuer des
migrations importantes vers des refuges humides, afin d’éviter la déshydratation
(Heatwole 1962). Étant donné que les caractéristiques de l’habitat varient en fonction
des fluctuations du régime hydrique ou des conditions climatiques, il est possible
d’envisager que la distribution des salamandres se déplace entre les mois de mai et de
septembre. Des variations saisonnières dans la distribution des salamandres ont
d’ailleurs été rapportées dans plusieurs études (Organ 1961, Martof & Rose 1963,
Moore et al. 2001).
L ‘identification des salamandres sombres et des hybrides à partir des critères
morphologiques est-elle adéquate?
Les critères morphologiques utilisés pour distinguer les deux espèces et identifier les
hybrides sont adéquats, si et seulement si l’identification morphologique concorde avec
l’identification moléculaire. Nos travaux permettront de valider deux critères
d’identification morphologiques basés sur des éléments du patron dorsal, soit les lignes
dorso-latérales et la bande dorsale, utilisés pour discriminer les hybrides des espèces
parentales.
1.6. ORGANISATION DU MÉMOIRE
Les deux chapitres qui suivent présentent, sous la forme d’articles scientifiques rédigés
en anglais, les résultats obtenus dans le cadre de ce projet. Le premier discute de la
sélection de l’habitat par la communauté de salamandres de ruisseaux de Covey Hill
comprenant D. ochrophaeus, D. .fuscus et des hybrides de ces espèces. Le second, quant
à lui, propose une méthode moléculaire d’identification des salamandres sombres et de
leurs hybrides, qui a permis de valider deux caractères morphologiques communément
utilisés pour discriminer ces espèces.
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2.1. RÉSUMÉ
Nous avons étudié une communauté de salamandres incluant des hybrides du genre
Desmognathus à Covey Hill (Canada), où les salamandres sombres atteignent la limite nord
de leur distribution. La caractérisation d’habitat a été réalisée par un échantillonnage
mensuel de 63 sites entre mai et septembre 2004. L’ analyse canonique des correspondances
a révélé que l’abondance des espèces était reliée à 1$ variables environnementales et les
ordinations ont illustré une ségrégation des niches écologiques de D. ochrophaeus et
D. fuscus. Cette ségrégation a été interprétée en fonction de la compétition et de la
prédation entre les espèces et les tests de Mante! ont suggéré une réduction de ces pressions
en septembre, lors de la période de reproduction. Les analyses multivariées ont également
révélé que les hybrides Desmognathus utilisent des habitats similaires à ceux de
D. ochrophaeus tout au long de la saison, probablement parce qu’ils sont génétiquement
plus semblables à cette espèce parentale.
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2.2. ABSTRACT
We studied a cornmunity of stream salamanders including Desmognathus hybrids, in
Covey Hill (Canada) where the dusky salamanders reach their northemmost distribution.
Habitats were characterized by rnonthly surveys of 63 sites between May and September
2004. Canonical correspondence analysis revealed that the species abundances were related
to 1$ environmental variables and ordinations revealed a discrimination between the
ecological niches of D. ochrophaeus and D. fuscus. The niche segregation was interpreted
with respect to competition and predation arnong species and Mante! tests suggested a
reduction of these pressures in September, during the breeding period. The multivariate
analyses also revealed that Desmognathus hybrids use similar habitats to those of
D. ocÏirophaeus during the season, probably because hybrids are more closely related
genetically to this parental species.
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2.3. INTRODUCTION
Salarnander community ecology has been widely studied in the Appalachian Mountains
(Hairston 1949, Organ 1961, Krzysik 1979, Petranka & Smith 2005), where habitat
selection, abundance, and species richness of both terrestrial and streamside species were
influenced by many different environmental factors (Southerland 1986b, Davic et al. 1987,
Gibbs 1998, Grover 2000, Young & Yahner 2003, Grant et al. 2005). Paffems of
segregation in aquatic to terrestrial habitats are in part mediated by competition and
predation (reviewed by Hairston 1987). In the presence of such factors, sympatric
salarnanders undergo ecological shifts (e.g. in spatial distribution, habitat use, foraging
habits, activity pattems) towards less optimal conditions (fraser 1976, Southerland 19$6a,
1986e, Grover 2000).
Studies of species interactions in the Plethodontidae family have clarified how salamander
communities are structured along environmental gradients (reviewed by Hairston 1987).
Plethodontid salamanders are charactenzed by the absence of lungs in aduits (Noble, 1931);
gas exchanges are accomplished through the permeable skin and the buccopharyngeal
mucous membranes (Whitford & Hutchison 1967, Gatz et al. 1975, feder & Burggren
1985). This allows them to use more terrestrial habitats, but it limits their distribution to
humid sites with abundant moist retreats (Spotila 1972, feder 1983, Grover 1998). Keeping
the skin moist is critical to plethodontid salamanders since it insures effective respiration;
yet, their skin has a low resistance to water loss by evaporation (Spight 1967, 1968, Spotila
1972, Spotila & Berman 1976). Within a stream salamander community, the more aquatic
species can exciude terrestrial-tolerant species from their optimal habitats (Hairston 1949.
Smith & Pough 1994, Grover 2000). Despite strong competition and predation pressures,
terrestrial salamanders can tolerate dehydration rates that are lethal to most aquatic species
(Thorson & $vihla 1943, Littieford et aÏ. 1947). They can also rehydrate more rapidly than
the further aquatic species and therefore may circumvent these pressures (Brown et al.
1977, Grover 2000).
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While assessing the streamside habitat use of Appalachian salamanders, Petranka & Smith
(2005) encountered rnany hybrid salamanders in contact zones among members of the
Desmognathus ochrophaeus complex (D. ochrophaeus, D. ocoee, D. carolinensis,
D. orestes and D. imitator) and between members of the Desmognathus fuscus complex
(D. fiiscus and D. santeetÏah). These authors treated ail interbreeding species of a complex
and their hybrids together as a single entity, assuming that they have nearly identical
ecological requirernents and lifestyles. Hybridization between the Aliegheny mountain
dusky salamander (Desmognathus ochrophaeus) and the Northem dusky salamander
(D. fuscus) was suggested in several localities of the Eastem United $tates, first based on
morphological variation and further validated by genetic analyses (Dunn 1926, King 1939,
Martof& Rose 1963, Karlin & Guttman, 1981). Hybridization between these two species is
also known to occur in Québec (Sharbel & Bonin 1992, Sharbel et al. 1995).
In this paper, we determine the ecological correlates within a salarnander comrnunity
composed of five species that inhabit the streams of Covey Hill. We hypothesize that ail
species segregate along a moisture gradient and have distinct ecologicai niches, foilowing
their specific habitat requirements. We aiso evaluate the position occupied by D. fuscus x
D. ochrophaeus hybrids along the environmental gradient, and their ecological interactions
with the other species. $ince these hybrids are derived from interbreeding members of two
different complexes, they may exploit differential niches than their parental species. We
hypothesize that hybrids may have similar fitness to D. ochrophaeus because they are more
closely related to this specÏes. Hence, hybrids may use the same habitats as
D. ochrophaeus, or even outperforrn this parental species if their adaptive ability has been
effectively increased. Under such a scenario, hybrids may be more competitive, use
enviromnental resources more efficiently, and tolerate harsher ecological conditions than
their progenitors. This may lead to the use ofnovel habitats by hybrid salamanders.
j2.4. METHODS
2.4.1. Salamander survey
Salamanders and their habitats were surveyed in the Covey Hill region of Québec (Canada),
on the outskirt of the Adirondack piedmont, close to the border with New York State. The
Covey Hill area corresponds to the northernmost limit of D. ochrophaeus and D. fuscus
distributions in Eastem North America. These two species are the only representatives of
the genus that can be found in Canada (figure 2.1.). A total of 63 sites were sarnpled on a
monthly basis, between May and September 2004.
We assessed the habitat preferences within the salamander community, giving special
attention to the position of Desmognathus hybrids. The species included the Spring
salamander (Gyrinophylus porphyrÉticus), the Northem two-lined salarnander (Ewycea
bislineata), the Allegheny mountain dusky salamander tDesmognathus ochrophaeus) and
the Northern dusky salarnander (Desmognathus fuscus), as weli as the Eastem red-backed
salamander (Plethodon cinereus), the Blue-spotted salamander (Ambystoina laterale) and
the Spotted salamander (Ambystoma maculatum).
Salamanders were found during time-constrained searches of one hour. These searches
were executed over 25 rn stream portions and extended over the entire width ofthe riverbed
plus an additional 2 rn of the riverbanks. Ail ground-cover (e.g. rocks, bark, wood debris)
was turned, and lutter and sou cavities were searched. Ail specimens captured were
identified to species then reieased at their point of capture. A total of 29 environmental
variables were recorded at each site upon each visit. Details of these variables are provided
in Table 2-I (see also Appendix I).
Figure 2.1. Distribution of Desmognathus fitscus and D. ochrophaeus in North Arnerica,
with the study area of Covey Hill (Québec) indicated. Modified from Conant &
Collins (1998).
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j2.4.2. Statistical analyses
2.4.2.1. CanonïcaÏ analyses
Canonical correspondence analysis (CCA) (ter Braak 1986, ter Braak & Prentice 198$)
using CANOCO 3.12 console version (ter Braak 1987) was used to evaluate the
relationships between salamander abundances and the environmental conditions revealed
by 29 explanatory variables, rneasured on five successive months. CCA was preferred to
RDA (Redundancy analysis) because we are mostly dealing with rare species.
Prior to the analysis, sites containing no salamanders were excluded for each month.
Hence, 46 sites were retained for the month ofMay, 47 for June, 55 for July, 57 for August,
and 59 for September. As well, the variables for which over 25% of the sites contained
missing data were excluded from the analyses in order to preserve as many data rows (sites)
as possible in the data tables; missing data are not allowed in die CANOCO
implementation of CCA. Variables with limited missing data tvere estimated using
regression models, when the R2 of the model was larger than 0.95. Between 26 and 29
variables were considered for analyses. Forward selection was used to (1) select the
environmental variables that explain best the species abundances data, (2) rank the
explanatoiy variables in order of importance, and (3) determine the statistical significance
of the explanatory variables (ter Braak & Smilauer 1998). The proportion of Ioadings of the
constrained eigenvalue on the total variance (trace) (R2) was used to determine the
relationships between the species abundances observed and the environrnental variables.
Permutations tests (999 perm.) were conducted to determine the significance of the
explanatory variables. All variables significant at the a = 0.05 level were retained for
further analysis, including those that allowed us to include subsequent significant variables.
The contribution of each environmental variable to the total inertia of species abundance
was estimated with R2 and adjusted R2 (R2a) values (Peres-Neto et al. in press).
38
Subsequent monthly CCA were computed on the subsamples of environrnental variables
selected for each month. The global significance ofthe model and the canonical axes were
tested by permutations (999 perm.) and the resuits of these analyses were represented in
dispersion diagrams ofthe two first canomcal axes.
2.4.2.2. Mantel tests among similarity matrices
Mantel tests (1967) were used to compare the monthly suweys to one another and assess
whether species abundances or composition changed according to months. To do so,
similanty matrices were calculated arnong the 63 sites on the species abundance data for
each month using the Steinhaus coefficient (Motyka 1974) that accounts for species
abundances, as well as the coefficient proposed by Sokal & Sneath (1963) for
presence/absence data.
Sokal & Sneath (1963) coefficient of similarity: S (x1, x2) = a + U / b + c
a: number ofdescriptors for which the two objects are coded Ï
b and e: number of descriptors for which the two objects are coded differently
U: number of descriptors for which the two objects are coded O
Gower’s coefficient (Gower 1971) vas used for computing similarity matrices for
environmental data. Partial Mante! tests (Smouse et al. 1986) were also conducted using a
matrix of geographical distances as covariable to account for the spatial distribution of the
sites. The Mante! statistic was tested with 999 permutations; a Bonferonni correction was
used to correct p-values for multiple tests (Rice 1989).
Principal coordinate analyses (PC0A) were performed on the Mantel statistics and among
month variability was represented on the first two principal coordinate axes (Gower 1966).
Similarity matrices, geographical distance matrices, Mantel tests and PCoA were computed
using the R package version 4.0 (Casgrain & Legendre 2001).
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2.5. RESULIS
2.5.1. Salamander survey
Dunng the 36 sampling days required to survey the sites on five successive months, 1198
specimens were captured, including 97 Desmognathus ochrophaeus, 493 Desrnognathus
fuscus, 54 Fiethodon cinereus, 441 Eurycea bislineata, and 54 Gyrinophytus poiphyrtticus.
A total of 59 Desrnognathus hybrids were identified among the specimens captured, using
dorsal morphological paffems that were intermediate to those of the parental species. Two
Ambystoma taterale and one Ambystorna maculatum were also caught; these specimens
were excluded from the analysis. 62 salamander nests were observed during the
reproduction period in September.
2.5.2. Statistical analysis
2.5.2.1. Environmental variables
The whole set of environmental variables explained between 52% and 77% of the species
abundance variation, depending on the month (Table 2-II). Significant variables were then
selected for each month, using the forward selection procedure available in CANOCO.
Thus, 18 variables were included in the analyses of at least one month. Analyses using
these subsets of variables exhibited contributions to the explanation of species abundances
ranging from 21% to 49% (Table 2-II). Some variables such as organic matter, stream
width, water temperaftre, depth of underground water, had significant effects on more than
three months, whereas other variables, including srnall rock, water pH, water flow and
presence of rainfali, showed significant effects in only one month (Table 2-III). The CCA
resuits further revealed the relationships between the species abundances and the significant
environmental variables selected for different months.
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Table 2-II. Total inertia of species abundances explained by the environmental variables
for ail explanatory variables and the ones selected in the model.
BEFORE SELECTION AFTER SELECTIONMONTH
N1 R2 R2a Nb R2 R2a
MAY 26 0.7740 0.3241 9 0.4865 0.2913
JIJNF 26 0.7205 0.3154 7 0.4267 0.2942
JULY 26 0.5283 0.0767 3 0.2158 0.1711
AUGUST 2$ 0.5903 0.1239 6 0.2669 0.1970
SEPTEIvIBER 29 0.6244 0.2986 9 0.4498 0.3601
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Table 2-III. Proportions of the species variation explained by the selected environmental
variables for each month. The reported values depend on the order of inclusion
of the variables in the mode!. Sorne variables were excluded because of
missing data (nia) whereas others were flot retained by the forward selection
procedure (-).
TYPE VARIABLE MONTH
MAY lUNE JULY AUG. SEPT.
Weather conditions Air hurnidity - 0.0616 - 0.0353 -
Raiî?faÏÏ - - - - 0.1645
Vegetation cover Shrub cover - - - 0.0353 -
Substrate Bed rock
- 0.0440 0.0385
-
-
composition
Large rock 0.0405 0.0528 -
-
-
SmatÏ rock 0.0270 - - - -
Organic inatter 0.1307 - 0.1426 0.0628 0.0774
Moss 0.0360
- - 0.0242
pH Soi!
- nia - 0.0392 0.0193
Water 0.0901 nIa
-
- -
Hydrology Strearnwidth 0.0315 0.1187 - 0.0432 -
Wuterdepth nia 0.0352 0.0347 nIa
-
Depth underground water 0.0451 0.0528 nIa nIa 0.0242
Water temperature - 0.06 16 - 0.0864 0.0242
Waterflow 0.0360 - - - -
Slow streamfiow 0.0496
- - - 0.0 193
Moderate streamjlow - - - - 0.0580
Sou humidiry n/a nia n/a - 0.03 87
TOTAL R2 0.4865 0.4267 0.2158 0.3022 0.4498
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2.5.2.2. canonical analyses
In May, abundances of E. bislineata were strongly correlated with the presence of large
rocks, continuous water flow and a larger stream width, whereas D. ochrophaeus and
P. cinereus exhibited similar ecological niches associated with drier, smaller streams with
organic maffer and a less continuous water flow (Figure 2.2a). D. fuscus and
G. porphyriticus occupied similar habitats that contrasted with those of Desinognathus
hybrids. Habitats of D. fuscus were characterized by siower streams, while G. porphyriticus
was associated with the presence of small rocks.
In June, the ordination is characterized by the same grouping of species. For this month, the
projection of D. ochrophaeus was almost superimposed to that of P. cinereus, and these
species shared similar ecological niches with Desmognathus hybrids (Figure 2.2b). These
species were stiil associated with smaller, cooler and shallower streams that had
intermittent water flow, deeper underground water and large rocks. G. porphyriticus was
associated with a bedrock substrate, as was D. fuscus, to a lesser extent. The later was
associated with larger and warmer streams. E. bisÏineata was almost orthogonal to ail the
other species, suggesting a niche segregation between the streani salamanders. The habitat
of E. b islineata was characterized by larger, warmer and deeper streams.
In July, only the first canonical axis was significant. In the ordination, D. ochrophaeus,
Desmognathus hybrids and P. cinereus were grouped together and positively correlated
with organic matter. G. porphyriticus was also associated with these species, occupied
similar habitats to those of P. cinereus, and was positively correlated with bedrock as found
in the previous month (Figure 2.2e). D. fuscus had an ecological niche doser to
D. ochrophaeus and was strongly correlated with deep water. E. bislineata occupied an
ecological niche distinct from ail the other species. It was associated with shallower
streams, and negatively correlated with organic matter.
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In August, D. ochrophaeus, Desmognathus hybrids, F. cinereus and G. porphyriticus
shared a similar habitat that was positively correlated with organic matter and negatively
correlated with water temperature, stream width and sou pH (Figure 2.2d). These three
species were fairly orthogonal to D. fuscus, a species that seerned to be associated with
denser shrub canopy and higher air humidity. E. bislineata alone occupied sites with higher
sou pH and larger, warmer streams.
In September (Figure 2.2e), the species positions were similar to those of previous months.
The exception was F. cinereus which was neither positioned with D. ochrophaeus nor
Desmognathus hybrids. The abundance of this species was positively conelated with soi!
humidity and was negatively affected by high sou pH. Both D. ochrophaeus and
Desmognathus hybrids were found to be orthogonal to D. fuscus and were associated with
deeper streams, organic matter and rainfali. While the habitats of G. porphyritucus and
E. bislineata were characterized by warmer streams with a moderate stream flow, that of
D. fuscus was associated with siower stream flow and higher sou pH.
Water temperatuce/
Moderate
stream tlow
CCA ordination of the species abundances constrained by the environmental
variables selected for each ofthe five months studied. Projection ofthe species
(unes), of the quantitative or semi-quantitative (anows) and binary (A)
environmental variables. The two first canonical axes explain respectively a)
78.9%, b) 69.7%, c) 90.3%, J) 83.2% and e) 78.4% ofthe inertia in the species
abundance data. Variables are ail significant at the a 0.05 level.
a) MAY
stream flow
b) JUNE
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2.5.2.3. Mantel tests
Ail Mantel tests among similarity matrices computed from species abundance data revealed
significant correlations between rnonths. Thus the tests showed that the quantitative
community composition structure was largely conserved across the months. The partial
Mantel tests perfonned on the same matrices while controlling for the effect of
geographical distances provided the same resuits, indicating that the resuits were flot
affected by spatial proxirnity.
Some of the Mantel tests arnong similarity matrices computed from species presence
absence data were flot significant: May was uncorrelated to July, whereas September was
uncorrelated to ail the other rnonths. The principal coordinate ordination based on the
Mantel statistics illustrates these differences graphically (Figure 2.3). Here again, partial
Mantel tests were concordant with the resuits of the simple Mante! tests.
Ail Mantel tests comparing the similarity matrices computed from environmental variables
were sigriificant and exhibited homogeneity among the sites across the five months. Ail
partial tests were also significant. Hence, enviromnental conditions do flot differ among
months.
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figure 2.3. Among-monffi variability illustrated in the space of the first two principal
coordinates, obtained from analysing a matrix of the Mantel statistics
comparing presence-absence data (coefficient proposed by Sokal & $neath
1963). The first two principal coordinates (PC0A axes I and II) explained
30.1% and 27.3% ofthe total variation, respectively.
PCoA AXIS I
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2.6. DISCUSSION
The assemblage of streamside and terrestrial salamanders along a moisture gradient bas
been widely studied (reviewed by Hairston 1987, Grover 2000, Grover & WiÏbur 2002,
Petranka & Smith 2005). Indeed, it bas been shown that plethodontid salamanders can be
found along a continuum of aquatic to terrestrial habitats (reviewed by Hairston, 1987). At
one end of this habitat moisture gradient is G. porphyriticus, an entirely aquatic species
with an extended aquatic larval stage (3 years or more; Desroches & Rodrigue 2004). On
the other extrerne of the gradient is P. cinereus, truly terrestrial with no aquatic stage
(Petranka 1998). Desmognathine species are essentially semiaquatic streamside
salamanders with shorter aquatic larval stage (between 2 weeks and 10 months; Petranka
1998, Desroches & Rodrigue 2004). E. bislineata is a generalist stream species that can be
occasionally found in the forest, far away from streams (Petranka 1998, Desroches &
Rodrigue 2004, Grant et al. 2005).
Along the moisture gradient, it is mainly competition and predation that regulate the species
distribution (reviewed by Hairston 1987, Beachy 1993, 1997, Grover & Wilbur 2002).
Consequently, there is typically very littie overlap in the spatial distribution of streamside
and terrestrial salamanders (Grover, 2000). In general, aquatic species can influence the
spatial distribution of the more tenestrial species, forcing them to move into drier terrestrial
habitats and modifying their activity pattems (Hairston 1949, Smith & Pough 1994). This
has been observed within the Desmognathus genus, where large aquatic taxa are known to
dispiace smafler taxa to more terrestrial, less optimal sites (Organ 1961, Hairston 1980,
1986, Keen 1982).
Our findings concur that the ordination of species in Covey Hill are distributed along a
gradient from aquatic to terrestrial habitats with E. bistineata then G. porphyriticus at one
end, the Desmognathus genus (including hybrids) in the middle, and P. cinereus at the
other end of the spectrum. The position of E. bisÏineata is broader than the others, as the
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species is usualÏy found in streams, but can venture far into forested habitats (Petranka
199$, Desroches & Rodrigue 2004). In general, the salamander distribution and abundances
among sites vary with month, following seasonal pafferns (Organ 1961, Martof & Rose
1963, Moore et al. 2001).
InterestingÏy, the Mantel tests based upon presence/absence data revealed differences
among sites in September, while no differences were detected when analyzing species
abundances. Effectively, this reveals that sites become colomzed by species that were
absent in earlier months, while other species disappear from sites that they fonnerly
inhabited. The differences observed in September may be explained by the species
breeding, as 62 salamander nests were observed from early to rnid September at Covey
Hill. Competitive release and reduced territoriality among salamanders during reproduction
have been previously reported. At that time species are more abundant locally and
occasionally co-exist in the same retreats (Petranka 1998). September also differed from
other months in tenns of rainfali and temperature. These factors may have affected the
environmental conditions, converting drier sites into wetter habitats, and thus causing
migration toward previously uninhabited sites. Indeed, ram has been shown to promote
better foraging conditions for salamanders, improving their mobility, decreasing their water
loss (Jaeger 1972, Fraser 1976), and increasing their predation success through a greater
abundance of sou vertebrates.
2.6.1. Plethodon cinereus
In the CCA biplots, the abundance of F. cinereus was either negatively correlated or
orthogonal to the variables associated with aquatic habitats (stream width, water depth,
stream flow, water flow). This species can tolerate as well as recover from higher
dehydration (Grover 2000), and is the rnost terrestrial species in the Covey Hill salamander
community. In our study, the species is found in the most terrestnal sites where the
underground water is deeper (May and June). Furtherrnore, F. cinereus avoids
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G. porphyrÉticus and is strongly displaced by D. fiiscus (Grover & Wilbur 2002).
Consequently, it occupies an ecological niche that is almost orthogonal to D. fuscus during
ail the monthly surveys, and is apart ftom G. porphvriticus in May, June and September. In
JuYy, the association of P.cinereus with G. porphyriticus is significant only on the first
ordination axis, while in August, the correlation between the two species is fairly poor.
The substrate preference of F. cinereus was suggested to be based on the moisture content
or moi sture-holding capacity of the substrate rather than its texture. It has been
demonstrated that F. cinereus suffers ftom greater body water loss and higher mortality
rates when found in a rock substrate versus a sou substrate (Jaeger 1971a). In our resuits,
F. cinereus is positively conelated with soi! humidity (September) and organic matter
(May, July and August) and strongly negatively correlated with small rock (May). Similar
resuits were found by Herrington and Larsen (1985) for another species in the saine genus.
Soi! humidity can also affect the species abundances by offering more optimal foraging
conditions (Petranka 1998, Grover 2000). Accordingly, moisture conditions have been
suggested to be the most critical factors in the ecology of lungÏess salamanders (Spotila
1972).
Air humidity was also slightly correlated with the abundance of F. cinereus (June, August).
This component is known to play a significant role in the water economy ofthis species and
hence its distribution, since it is very sensitive to evaporation induced by dry air (Shelford
1913, Heatwole & Lim 1961, Heatwole 1962). Substrates that consist of larger rocks retain
moisture better and longer than those comprising smaller rocks. As well, large-rock
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salamanders in their retreats (Jaeger et aÏ., 1995).
Moss can also retain sïgnificant amounts of moisture at a site. Plant cover indirectly affects
salamander distribution by increasing the microhabitat’ s relative humidity (Heatwole
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1962). These two elements are positively associated with the abundances of P. cinereus
(May and lune).
f inally, P. cinereus is strongly and negatively affected by high sou pH values (August and
September). Previous work by Wyman & Hawksley-Lescault (1987), showed the influence
of low pH values on the distribution and survival of the species, while earlier studies
demonstrated this species’ preference of near neutral sous. In our case, the species
distribution may likewise be limited by the availability of sou with suitable pH (Wyrnan &
Hawksley-Lescault 1987). This effect of sou pH may be further reinforced by the
involvernent of many competitors.
2.6.2. Eurycea bislineata
In a different study, E. cirrigera has been shown to exploit habitats that are intermediate to
those of P. cinereus and D. fuscus, filling the gaps unoccupied by both species along the
aquatic to terrestrial gradient (Pasachnik & Ruthig 2004). This may also be the case for
E. bislineata that occupies a position that is distinct from the other species dunng nearly the
entire survey. The sole exception occurs in September, when it is associated with
G. porphyriticus, the most aquatic salamander in Covey Hill.
Despite its intennediate tendencies, E. bisÏineata demonstrated associations with a more
aquatic environment. The abundance of the species is strongly associated with larger
streams (May, June and August) that have continuous water flow (May) or a moderate
stream flow (September). The species seems to tolerate higher sou pH values (August), and
higher water temperatures (lune, August and September). Barr & Babbitt (2002) found a
negative effect of low pH streams on the species. Grant et aÏ. (2005) hypothesized that
streams with higher pH would ffimish habitat for more species at higher abundances than
those with lower pH values. The species position in the ordination is also positively
correlated with the presence of large rocks (May and June) and negatively conelated with
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thinner substrates, such as organic matter (May, July, August and September). As
Desmognathus hybrids, D. ochrophaeus and F. cinereus ofien prefer organic matter, while
G. porphyriticus is found associated with the bed rock or small rocks, E. bistineata may
select cover items flot used by the other competitors, especially as it is known to be a
ubiqwtous species (Grant et al. 2005).
2.6.3. Gyrinophytus porphyriticus
Even though G. porphyriticus ïs the most aquatic species of the salamander community of
Covey Hill, the species is flot correlated with the environmental variables that describe best
aquatic habitats. It is rather E. bisÏineata that inhabits the larger streams of Covey Hill.
Both species are found together in September when they are associated with moderate
stream flow. G. porphyriticus can successfully dispiace other salamander species towards
drier habitats and thus benefit from habitats with optimal moisture (Hairston 1949, Grover
& Wilbur 2002). The aquatic plethodontid saÏamanders may use the aquatic habitat for
respiration and hydration but may also spend time foraging in terrestrial habitats (Pasachnik
& Ruthig 2004).
This large species is known to prey upon smaller salamanders such as D. ochrophaeus,
D. fuscus (Tilley 1973b), E. bislineata (Bruce 1979) and possibly F. cinereus (Grover &
Wilbur 2002). Our results show an association of G. porphyriticus with D. fuscus in earlier
months (May and June). Later on in the season, this species is associated with the more
terrestrial species F. cinereus (July and August, although only the first axis is significant in
July). It is possible that the niche overlap with G. porphyriticus is reduced, as D. fuscus
usually occupies streamside habitats and is able to persist in temporary seeps where the
aquatic predator is absent (Grover & WiÏbur 2002). Also, F.cinereus may avoid both
D. fuscus and G. poiphyriticus by using dryer habitats as the former species has a higher
tolerance to desiccation (Grover 2000, Grover & Wilbur 2002).
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Other than unfavorable environmental conditions, the main threat to the large aquatic
G. porphyriticus is probably higher-trophic predators such as fisli (Resetarits 1991, 1995).
G. porphyriticus has been shown to move towards the drier end of the moisture gradient to
avoid such pressures (Rissler et al. 2004). This could explain its association with D. fuscus
or P. cinereus. Even when found in sympatry with the more terrestrial species,
G. porphyriticus is aiways associated with streams where the underground water is close to
the surface (May and lune) or where sou humidity is higli (September). The species
abundance is positively correlated with small rocks (May) or bed rock (June and luly) and
either positively or negatively correlated with organic matter. The latter substrate has a
good moisture-holding capacity, and this may be crucial for this strictly aquatic species
when moisture conditions are low. f inally, water pH has a positive effect on the abundance
of G. porphyriticus (May) while sou pH lias a negative effect on the species in August.
Grant et al. (2005) failed to relate this parameter to the presence oftlie species.
2.6.4. Desmognathusfuscus and Desmognathus ochrophaeus
D. fuscus and D. ochrophaeus are known to have distinct ecological niches, spatially
isolated but flot completely discrete with some degree of overlap in micro-habitat (Martof
& Rose 1963, Krzysik 1979). The two Desmognathus species found at Covey Hill
segregate along a moisture gradient, as formerly proposed by several authors the smaller
D. ochrophaeus being more terrestrial than D. fuscus (Hairston 1949, Organ 19617 $healy
1975). D. fuscus prefers wetter substrates and is usually found doser to open water.
D. ochrophaeus is located at a greater distance from open water on dryer substrates
(Flairston 1949, Spotila 1972, Krzysik 1979, Tilley 1997, Petranka & Smith 2005).
Our resuits show that D. ochrophaeus is aiways positioned in opposite to the hydrological
variables, showing negative correlations with stream widtli (May, lune and August),
continuous water flow (May) and moderate stream flow (September). D. ochrophaeus is
found in drier habitats where the underground water is deeper (May and lune), wliereas
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D. fuscus is associated with streams having a slow stream flow (May and September). It is
known that D. fuscus recovers from dehydration much more slowly than the terrestrial
P. cinereus or than D. ochrophaeus. This later species lias the largest ecological tolerance
among the members ofthe genus (Ti!ley 1970, Grover 2000). Moreover, D. ochrophaeus is
associated with the terrestrial P. cinereus, (May, lune, luly and August) while D. fuscus is
more frequently associated with the aquatic G. porphyriticus (May, lune, August),
Species segregation may be enforced by the capacity of D. fuscus to dispiace P. cinereus
and D. ochrophaeus towards drier habitats (Krysik 1979, Grover & Wilbur 2002) and of
E. bisiineata to use a wide range of habitats (Grant et aÏ. 2005). Perhaps, D. ochrophaeus
may flot be able to fully exciude P.cinereus from its habitat. Petranka & Smith (2005)
encountered Desrnognathus and Plethodon broadly overlapping, and suggested that
Desmognathus were ineffective in exciuding PÏethodon from rnoist habitats.
The predation pressure of G. porphyriticus on D. ochrophaeus cou!d also explain
ecological niche segregation during the sunïey period (Tilley 1973b, Uzendoski et al. 1993,
Hileman & Brodie 1994). D.fuscus does not fol!ow this pattern and shares similar habitats
with G. porphyriticus throughout the surveyed monifis, even if the predation pressure is
relevant (forester 1979, Petranka 199$). D. fuscus can probably limit the niche overlap by
adjusting its periods of activity, by using different refuges or by modifying its feeding
behavior (Jaeger 1971b, Fraser 1976, Krzysik 1979, Roudebush & Taylor 1987, Grover
2000). In nature, D. fuscus was reported to remain in temporary seeps, retreating to
terrestrial refuges during dry periods with low rainfali. This behavior could be in
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Wilbur 2002).
D. fuscus is usually found with substrates of intermediate coarseness such as medium,
coarse grave! or sma!1 rocks, while D. ochrophaeus prefers finer substrates like humus, sut
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or siit-gravel mixtures (Krzysik 1979). In sympatry, both species overlap to a great extent
in moisture and substrate preferences. Our resuits show that abundances of D. ochmphaeus
are positively correlated with organic matter (May, July, August and September), aiways
orthogonal with both bedrock and large rocks (May, lune and July), as well as negatively
correlated with small rocks (May). Our analyses did flot reveal a clear substrate preference
for D. fuscus.
Low pH values are known to be the most critical on survival during the early stages of
stream salamanders (Kucken et al. 1994). Values below 4.0 may depress plethodontid
salamander populations (Wyman & Hawksley-Lescault 1987, Wyman 1988, Wyrnan &
Jancola 1992). Petranka & Smith (2005) observed the highest densities of terrestrial
breeders at these pH levels, and suggested that some populations may tolerate these
conditions. In our study, sou acidity vas negatively assocïated with D. ochrophaeus
(August), however higher sou and water acidity of was positively associated with D. fuscus
(May and September).
Finally, the abundance of D. .fuscus is found to be strongly positively associated with a
denser shrub cover (August). This resuit agrees with Young & Yahner (2003) who detected
a positive correlation between the number of shrubs and mean numbers of salamanders. To
a lesser extant, moss cover was also significantly correlated with abundances of
D. ochrophaeus (May and September). This agrees with the suggestion that low-lying
vegetation is important to several woodland amphibians (Rodewald & Yahner 1999).
Salarnanders are flot directly in±luenced by the presence of plants but benefit indirectly
through the high-moisture and low-temperatures micro-habitats that plants can generate
(Heatwole 1962).
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2.6.5. Desmognathus hybrids
0m resuits suggest that hybrids use habitats that are more similar to those of the two most
terrestrial species within the community: F. cinereus and D. ochrophaeus. Hybrid
abundances were strongly correlated with deeper underground water (May and lune) and
orgamc matter (May, July, August and September). Hybrids are negatively associated with
high sou pH (August) as observed for D. ochrophaeus. Moss and rainfail seem to be
positiveïy correlated with the abundance of hybrids in $eptember. Surprisingly, this
ecological niche of hybrids consistently overlaps with that of D. ochrophaeus. The two
species are typically associated with F. cinereus, except in September. This observation
could be explained by hybrids having a similar fitness to D. ochrophaeus as backcrosses
between hybrids and D. ochrophacus were previously suggested (Karlin & Guttman 1981,
Sharbel et al. 1995). furthermore, D. ochrophaeus x D. fuscus hybrids are often more
closely related to D. ochrophaeus (Sharbel et al. 1995).
female D. ochrophaeus are known to be philopatric and retum to the saine stream
segments to lay their eggs (forester 1977). As females of this species tend to reproduce in
the same habitat generation afler generation, Forester (1979) proposed that proximaÏly
nesting females would be more closely related. Sharbel et aÏ. (1995), observed that
hybridization between Desmognathus is unidirectional in Québec, with D. ochrophaeus
being the mother species. Therefore hybrids obsewed at a site are probably closely related
to female D. ochrophaeus of the surrounding habitat. Our resuits would support this idea,
reveaÏing that hybrids share same habitats than the mother species, flot only during the
reproduction period in September, but ail season long.
Our resuits thus raise important questions about the competitiveness of hybrids. Although
hybndization is a common phenomenon among amphibians (Arntzen & WaIlis 1991, Green
1996, Werner & Watson 1996), few studies have measured hybrid fitness in salarnanders
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with respect to the parental species. Larval leopard frog hybrids (Rana blairi x
R. sphenocephala) were shown to be at least as successful as the pure parental species due
to environrnent-dependent selection (Parris 2001). Sirnilarly, hybrid populations of fire
bellied toads (Bombina bombina x 3. variegata) and Spadefoot toads ($pea multipticata x
S. bombifrons) are known to inhabit ephemeral pools (Pfennig 2003, Vines et al. 2003) in
which hybrid offspring seem to outperform the parental species (Pfennig 2003). It may be
that the Desmognathus hybrids can dispiace the parental species D. fuscus, resulting in their
orthogonal position during the season. The genetic similarity of the hybrids with
D. ochrophaeus, potentially augmented through occasional backcrossing in regions of
sympatry, could explaïn their similar habitat use. This hypothesis warrants further
investigation, and future genetic analyses may provide more precise resuits than those
obtained on morphological grounds.
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CHAPITRE 3:
MORPHOLOGICAL CHARACIERS MAY BE RELIABLE TO
1DENTTFY DESMOGNATHUS OCHROFHAEUS AND
D. FUSCUS, BUT NOT ALWAYS WITH HYBPIDS
Cet article sera soumis prochainement:
Boutin, A. & F. -J. Lapointe. 2006. Morphological characters may be reliable to identify
Desmognathus ochropÏiaeus and D. .fuscus, but flot aiways with hybrids.
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3.1. RÉSUMÉ
Les salamandres Desmognathus présentent d’importantes variations morphologiques et de
nombreuses espèces du genre peuvent s’hybrider. Conséquemment, l’identification des
espèces à partir de caractères morphologiques externes peut être particulièrement difficile,
spécialement pour les hybrides. Dans cet article, nous évaluons l’utilité de deux éléments
du patron dorsal pour discriminer D. ochrophaeus de D. fuscus aussi bien que les hybrides.
Pour ce faire, nous proposons une nouvelle approche moléculaire utilisant l’ADN
mitochondrial (région 12S) et nucléaire (région RAG-1) pour identifier les deux espèces et
déterminer le sens de l’hybridation. Sur la base de l’identification moléculaire, nos résultats
montrent que les caractères morphologiques sont adéquats pour discriminer les espèces
parentales, mais l’utilisation d’un seul marqueur nucléaire semble problématique pour
identifier les hybrides qui ne sont pas de la Fi, étant donné que la majorité des
rétrocroisements sont unidirectionnels.
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3.2. ABSTRACT
Desmognathine salamanders show remarkable morphological variation and many species
among the genus can hybridize. Hence, species assignment using extemal rnorphologic&
characters may be particularly challenging, especially for rnorphologically intennediate
hybrids. In this paper, we evaluate the usefulness of two dorsal paflem elements to
discriminate D. ochrophaeus from D. fuscus, as well as possibly identify hybrids. To do so,
we propose a new molecular approach using mitochondrial (12S region) and nuclear (RAG
1 region) DNA to identify the two species and determine the direction of hybridization. On
the basis of molecular identification, our resuits show that morphological characters
provide accurate discrimination of the parental species, but the use of a single nuclear
marker appears problematic to identify hybrids that are flot fi, especialÏy since most of the
backcrosses are unidirectional.
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3.3. iNTRODUCTION
The morphological variability among species of the Desmognathus genus has been widely
discussed (Martof& Rose 1963, Huheey 1966, Tilley 1969, Anderson & Tilley 2003), and
it generated numerous taxonomical challenges, such as the identification of many
subspecies with increasing numbers of synonyms. For example, 25 synonyms exist for the
species D. fuscus (frost 2004). Perhaps the largest morphological variability is found
within the D. ochrophaeus complex, actually composed of six morphologically sirnilar
species, which are known to interbreed: D. apaÏachicolae, D. carotinensis, D. ocoee,
D. orestes, D. irnitator, and D. ochrophaeus (Tilley & Mahoney 1996). The D. fuscus
complex lias also been described; it includes the interbreeding species D. fuscus and
D. santeetÏah (Tilley 1981, 1982, Petranka & Smith 2005). Sexual isolation and speciation
among plethodontid salamanders have been studied at large (reviewed by Arnold et al.
1993). Significant reproductive isolation has been observed within the D. ochrophaeus and
D. fuscus species, among geographically distant populations (Karlin & Guttman 1981,
1986, Tilley & Schwerdtfeger 1981, Houck et aï. 198$, Verreil 1990a, 1990b). Yet, much
of the species relationships in the Desmognathus genus remain unresolved (Tilley &
Mahoney 1996, Titus & Larson 1996, Anderson & Tilley 2003).
Although the Allegheny mountain dusky salamander (D. ochrophaeus) and the Northern
dusky salamander (D. fuscus) are flot sister species and are distant on a genetic basis,
taxonomists have repeatedly brought up the idea that they could hybridize. This assumption
was first based on morphological similarities (Dunn 1926, King 1939, Martof & Rose
1963), and further validated by protein electrophoresis analyses (Karlin & Guttman 1981,
Sharbel & Bonin 1992, Sharbel et al. 1995). Hybndization has been detected in several
populations, in Ohio, Pennsylvania, and also in Québec, but this rernains a rare
phenomenon (Karlin & Guttman 1981, Houck et aï. 198$, Sharbel et aï. 1995).
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The important inter- and intrapopulation variation combined with possible hybridization
make species assignment using extemal morphological characters particularly challenging.
In spite of these ambiguities, morphological identification of the species is common in
salamander ecology and is widely used in Québec. With the actual concems about the
survival of D. ochrophaeus in Canada, listed as an endangered species by the COSEWIC
(2001), a recovery plan is underway to protect the species habitats and sustain the Québec
population. The actual distribution of the species is mainly based on morphological
identification. Also, since hybrids are found throughout the distribution of D. ochrophaeus
and boffi taxa may be quite similar, an adequate discrimination of the parental species is of
great importance. Further conservation issues have to assume that the observations made on
a morphological basis are accurate and reliable. If not, other identification methods need to
be developed.
At least five dorsal pattems are recognized for D. ochrophaeus, on the basis of the
charactenstics of the dorsolateral stripes, the dorsal pattem or the melanic rates (Martof &
Rose 1963, Tilley 1969, Anderson & Tilley 2003). Typical pattems have been identified for
D. ochrophaeus and D. fuscus species (Tilley 1969), but they change along the species
distribution from south to north (Conant & Collins 1998, Tilley 1969). Two morphological
characters inspired by those proposed by Tilley (1969) and Conant & Collins (1998) may
be used to identify the dusky salamanders of Québec and their hybrids. The first is based on
the shape of the dorsolateral stripes and the second refers to the disposition of the elements
from the dorsal pattent Typically, D. ochrophaeus has straight dorsolateral stripes (Tilley
1969, Conant & Collin 1998) and a dorsal band composed of a central row of spots more or
less in a chevron-like shape (Tilley 1969). For D. fiscus, the dorsolateral stripes are
irregular, sinuous or in a zigzag shape and the dorsal band exhibit numerous spots unevenly
disposed in a non linear structure (Conant & Collins 1998). following these characteristics,
a specimen identified as an hybrid shares one distinct character of each species (I. e. straight
dorsolateral stripes and a dorsal band wiffi spots distributed without a linear structure or
r-,
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sinuous dorsolateral stripes and a dorsal band showing spots distributed in a unique central
une).
In this paper, we wanted to evaluate the performance ofthese two morphological characters
to discriminate D. ochrophaeus and D. fuscus, and further identify their hybrids. To do so,
we propose a new molecular approach using nuclear and mitochondrial DNA to possibly
identify both species and hybrids unambiguously.
3.4. MATERIALS AND METIIODS
3.4.1. Salamander sampling
The salamander survey was conducted in the Covey Hill region of Québec (Canada) where
D. ochrophaeus and D. fuscus are ofien found in syrnpatry and hybridization is known to
occur. This area represents one of the few localities where D. ochrophaeus is encountered
in Canada. It represents the northernmost lirnit of the distribution of that species in North
America. Between May and September 2004, we captured specimens of both species and
their hybrids, from multiple sampling sites distributed close to the border between Canada
and the USA. Each individual was identified using morphological characters; tissue
samples were also collected for molecular identification.
3.4.2. Morphological identification
In the present smdy, the dusky salamanders were identified to the corresponding species
using morphologicai characters based on two distinct characteristics of the dorsal pattems:
the dorsolateral stripes and the dorsal band.
Specimens identified as D. ochrophaeus correspond to the recognïzed northem
morphological type described by Conant & Collins (1998). These specimens were
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characterized by the presence of a straight or nearly straight dorsolateral stripe,
conesponding to the “regular band” or “ochrophaeus” pattem ofMartof & Rose (1963), or
the “A” and “3” patterns of Tilley (1969). Similarly, the typical dorsal pattern suggested by
Tilley (1969) for northem D. ochrophaeus specimens is characterized by a single row of
rnid-dorsal spots (figure 3. la). Thus, we also identified D. ochrophaeus according to this
pattern, including cases for which the spots were replaced by chevrons or any other pattem
distributed in a single central row (see Conant & Collins 1998, Desroches & Rodrigue
2004).
On the other hand, D. fuscus specirnens had dorsolateral stripes that were clearly flot
straight, ofien with a zigzag or wavy shape, resembling some of the morphotypes fixed in
the southem populations of D. ochrophaeus, such as the “C’ or “D” pattems of Tilley
(1969) (figure 3. lb). D. fuscus specimens where also recognized by the lack of a linear
structure in the orgaflization of the dorsal spots; the spots were distributed randornly along
the dorsal band (Conant & Collins 1998, Desroches & Rodrigue 2004),
We attributed the status of morphological hybrids to ail specimens that shared characters
from either one of the parental species, that is, either a zigzag dorsolateral stripe with a
single row of mid-dorsal spots, or a sfraight dorsolateral stripe with randomly distributed
dorsal spots.
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a)
Figure 3.1. Morphological identification of a) Desmognathus ochrophaeus and b)
Desmognathus fuscus based on the shape of the dorsolateral stripes (1) and
characteristics ofthe dorsal band (2).
j
L. l3outhillier 2003
b)
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3.4.3. Molecular identification
Genomic DNA was extTacted from 2 mm tau clips preserved in 90 % ethanol, using a
standard phenol-chloroform protocol (Sambrook et aÏ. 1989) and Super Tubes Phase Lock
Gel (Eppendorf). A total of 31 specimens, (10 D. fuscus, 11 D. ochrophaeus and 10
morphological hybrids) were used for sequence analysis ofthe 12S mtDNA region, RAG-1
nuclear DNA region and restriction enzymes, while an additional 39 morphological hybrids
were analyzed only with restriction enzymes. For these hybrids, DNA was extracted using
the Qztick Lysis method (Olsen et al. 1996).
3.4.3.1. Mitochondriat DNA (128 region)
Primers B and G from Titus & Larson (1996) were used to amplify a 500 bp fragment of
the 12S ribosomal DNA. Amplifications were carried out in 25 pi volumes, including 4 p]
of lOx reaction buffer, 0.2 mM ofeach dNTP, 0.16 tM ofeach primer, 0.5 U of Taq DNA
polymerase and 2 pi of resuspended genomic DNA. PCR profile was slightly modified
from Titus & Larson (1996), with a denaturation phase of 30 sec at 94 °C, 35 sec at 55 °c,
and 150 sec at 70 °c, performed for 30 cycles. PER products were visualized on a 3 %
agarose gel using Vistra Green Nucleic Acid Stain (Amersham Biosciences), and purified
with the Qiaquick purycation kit (Qiagen), prior to being cycle-sequenced in both
directions on an ABI automated sequencer (Applied Biosystems). Our resuits were
compared to published sequences in GenBank using a Blast search to determine the identity
of the specimens.
3.4.3.2. Nuclear DNA (RAG-l region)
A 500 ph segment of the RAG-1 nuclear gene was amplified using pnmers that we
designed, based on published sequences of other Desinognathus species (Chippindale et al.
2004): forward primer 5’-cACAAGcTTcTcATCATAGCC-3’; reverse primer 5’-
TTCCAGCCTTTACATGc-3’. PCR amplifications were carried out in 25 jil volumes
including 2.5 pi of lOx reaction buffer, 0.2 mM of each dNTP, 0.6 p.M of each primer,
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0.5 U of Taq DNA polymerase and 5 pi of resuspended genomic DNA. The amplification
profile followed conditions proposed by Greenhalgh et al. (1993): afler an initial
denaffiration at 95 °C for 5 mm, cycling was performed for 30 cycles of 60 sec at 95 °C,
60 sec at 50 °C, 120 sec at 72 °c, with a final extension of 10 min at 72 °c. Amplification
success was confirnied by running PC’R products on a 3 % agarose gel and PCR products
were purified and cycle-sequenced, as for the 12S region. Sequences were aligned using
Ciustai X (Thompson et al. 1997) and this allowed defining 10 species-specific sites to
discrirninate between D. ochrophaeus and D. fuscus, as well confirming the identification
provided by mtDNA.
3.4.3.3. Restriction enzyme analysis
The RAG-1 region sequences were analyzed with the CARTERES software (Infobiogene)
to identify specific restriction enzymes for both species. Two enzymes were selected: HhaI
which is specific to D. fuscus and Hpall, specffic to D. ochrophaeus. The 500 bp amplified
fragments from the RAG- 1 nuclear region were digested separately by the two enzymes
overnight at 37 °c. Digestions were realized in 15 ti volumes containing: 1.5 jil of lOx
lysis buffer, 0.2 tl of the enzyme and 8 pi of PCR product. Digested PCR products were
run on 3% agarose gels to reveai the specimens identity. With the NhaI enzyme, two bands
should appear on the gel for D. fuscus, whereas only one band should be present for
D. ochrophaeus. On the other hand, the migration of the digested fragments with the HpaII
enzyme should provide the opposite pattent Hybrids are thus identified as exhibiting the
specific band pattern of both species using the two enzymes.
3.5. RESULTS
The morphological characters that were used to identïfy the two parental species appear to
be accurate since they allowed identifying conectly ail specimens, except for one (Table 3-
I). This single error was made for a dubious individual that was noted to be very pale, with
no clear dorsal patterns, and which turned out to be a hybrid. The identifications obtained
6$
with mtDNA were aiso consistent with those provided by the nuclear DNA for the parental
species, but the latter ailowed for the identification of hybrids. Similarly, the restriction
enzymes corroborated the identification of the RAG-1 regÏon for 30 specirnens, and they
were further used to analyze 39 individuals identified as hybrids on the basis of
rnorphoiogy. These resuits showed that the two morphologicai characters provided a very
low success rate (Le. 22 %) to identify hybrids (Table 3-I). Such hybrids appear to be the
resuit of unidirectional hybridization, since they ail possessed the mtDNA of
D. ochrophaeus. Indeed, in most cases, the misidentified hybrids were actually
D. ochrophaeus specimens, but two cases corresponded to D. fuscus.
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Table 3-L Molecular identification of D. ochrophaeus, D. fuscus, and hybrids, based on a
mitochondrial DNA region (12S), a nuclear DNA region (RAG-1) and
restrictions enzymes (HpaII and HhaI) to validate the morphological
identification.
MORPHOLOGICAL MOLECULAR
TOTAL Nb mtDNA nucDNA ENZYMES
TYPES IDENTIFICATION
10 D. fuscus 10 D.f D.f D.f. D.fuscus
11 D. ochrophaeus 10 D.o. Do. D.o. D. ochrophaeus
1 Do. D.f D.o./Df. Hybrid
49 Hybrid 36 Do. D.o. D.o. D. ochrophaeus
2 D.f D.f. D.f D. fuscus
2 D.o. D.o./D.f D.o./D.f Hybrid
10 n/a nia D.oiD.f. Hybrid
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3.6. DISCUSSION
Our resuits clearly show that the morphological characters used to identify D. ochrophaeus
and D. fuscus species are accurate for specimens showing distinctive dorsal pattems, but
they appear problematic when it cornes to intermediate or different pattems. Interestingly,
Martof & Rose (1963) revealed the scarcity of lightly colored specimens arnong the 4000
D. ochrophaeus he observed. We found one ambiguous D. ochrophaeus specimen that was
very pale; genetic analysis revealed that it was a hybrid.
In previous hybridization studies of D. ochrophaeus and D. fuscus, the significant lack of
fi hybrïds was noted and ït suggested that backcross hybrids were the most prevalent
(Kariin & Guttman 1981, Sharbel et al. 1995). Only the Fi hybrids should exhibit the
intermediate dorsal pattems, whereas successive backcrossing will tend to make hybrids
look more and more like the parental species. In Québec, earlier allozyrne data suggested
that multiple backcrossing occurred exclusively with one parental species (Sharbel et aL
1995), and this may explain why rnost of our putative hybrids tumed out to be
D. ochrophaeus. furthermore, if hybridization is indeed unidirectional, as claimed by
Sharbel et aÏ. (1995), it ïs flot surprising to observe that the mtDNA of ail hybrid specimens
is that of D. ochrophaeus.
Whereas Fi hybrids should easily be identified, backcross hybrids will exhibit a wide range
of dorsal pattems that may prove to be doser to one of the parental species. Molecular
identification can be used to assess the identity of FI hybrids and the direction of
hybndization by comparing the resuits of mtDNA identification, inherited from the mother
species, and of nuclear DNA identification, transrnitted by both parents. However, when
umdirectional hybridization is the mie, as it is the case here, the use of a single marker is
also problematic. Indeed, actual backcrossed hybrids can go unnoticed, even for f2
specimens. Thus, the number of hybrids detected with RAG-1 is probably an underestimate
of the actual number of backcrossed individuals. It may well be the case that morphology
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does a beller job at identifying such hybrids. Additional nuclear rnarkers (e.g.
microsatellites) should be developed to further address this question. For the time being, it
is proposed to use morphological characters with caution, and only to rely on cÏear dorsal
patterns to identify parental species with confidence.
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CHAPITRE 4:
CONCLUSION
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4.1. CARACTÉRISATION DE L’HABITAT DE LA COMMUNAUTÉ DE
SALAMANDRES DE COVEY HILL
Le premier objectif de mes travaux était de déterminer les préférences écologiques des
espèces de salamandres associées aux ruisseaux de Covey Hill, particulièrement celles des
salamandres sombres et de leurs hybrides. face au manque d’information sur l’habitat des
salamandres sombres au Québec, un inventaire a été réalisé en 2004. Plusieurs variables
d’habitat ont été mesurées afin de déterminer lesquelles pouvaient affecter les abondances
des différentes espèces. Des analyses multivariées ont permis de voir comment s’organisent
les espèces de la communauté par rapport aux variables environnementales, mais également
en fonction de la présence des congénères.
À la lumière de mes résultats, nous pouvons conclure que les espèces de la communauté de
salamandres de ruisseaux de Covey Hill possèdent des préférences écologiques spécifiques
qui peuvent être définies par un ensemble restreint de variables. Certaines espèces sont très
souvent retrouvées dans des habitats similaires alors que d’autres possèdent des niches
distinctes tout au long de la saison. La majorité des variables mesurées se sont avérées
significatives pour expliquer la répartition des espèces dans l’habitat. Cette ségrégation
spatiale est attribuable aux exigences physiologiques et aux préférences d’habitat des
espèces, mais également à la prédation ou à la compétition interspécifique pour les sites
optimaux. Les espèces étudiées semblent se distribuer dans l’habitat en suivant le gradient
d’humidité rapporté dans les études de communautés de salamandres.
Par ailleurs, selon l’hypothèse d’un avantage physiologique apporté par l’hybridation, il
était possible d’appréhender que les hybrides Desmognathus pouvaient utiliser des habitats
différents de ceux des espèces parentales. Cette prédiction a été partiellement confirmée car
les niches écologiques des hybrides sont toujours distinctes de celles de D. fuscus, mais
ressemblent fortement à celles de D. ochrophaeus tout au long de la saison. La possibilité
d’un avantage physiologique permettant d’exploiter des milieux plus extrêmes n’est donc
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pas écartée, mais ne peut être confirmée par nos résultats. La présence des hybrides aux
mêmes sites que D. ochrophaeus spécialement en septembre, au moment de la reproduction
à Covey Hill, peut être expliquée par les rétrocroisements possibles entre ces deux taxons.
Également, la fidélité aux sites de ponte, de génération à génération, tend à rassembler dans
un même habitat des individus génétiquement plus semblables, d’autant plus que
D. ochrophaeus est une espèce philopatrique. Si ces affirmations sont exactes, la sélection
d’habitat par les hybrides va dans le même sens que l’hybridation unidirectionnelle
rapportée au Québec.
finalement, les analyses mensuelles et les tests de Mantel ont révélé que la distribution des
salamandres de Covey Hill varie au cours des mois, alors que les espèces présentes dans les
sites en septembre diffèrent significativement des autres mois. Cette différence est attribuée
à un relâchement des pressions écologiques et aux conditions environnementales favorisant
la colonisation de nouveaux sites, probablement en raison de la période de reproduction.
4.2. IDENTIFICATION MOLÉCULAIRE DES SALAMANDRES SOMBRES ET
DES HYBRIDES
Le second objectif de ce projet était de développer une méthode d’identification
moléculaire de D. ochrophaeus, D. fuscus et possiblement leurs hybrides, afin de valider les
critères morphologiques couramment utilisés pour l’identification des espèces.
Les analyses combinées de l’ADN mitochondrial, de l’ADN nucléaire ainsi que les
enzymes de restriction ont démontré que les caractères morphologiques sont fiables pour
les espèces parentales, en les identifiant correctement dans presque tous les cas. Ces
caractères sont probablement également efficaces pour les hybrides, mais cela n’a pu être
confirmé. En effet, la méthode d’identification moléculaire développée visait à détecter les
hybrides de la fi, ceux qui présentent des patrons dorsaux intermédiaires entre les espèces
parentales. Toutefois, les hybrides que nous avons détectés étaient tous issus de
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rétrocroisements. L’identification de tels hybrides dans les échantillons relève plutôt du
hasard, puisque le génome des hybrides est dilué à chaque génération dans le cas
d’introgression avec une des espèces parentales. Il est donc certain que la véritable
fréquence des hybrides est sous-estimée dans nos échantillons. Par ailleurs, il nous est
impossible de déterminer dans quelle mesure les hybrides détectés ressemblent
génétiquement aux espèces parentales avec un seul marqueur moléculaire.
L’ADN mitochondrial s’est avéré utile pour déterminer le sens de l’hybridation, qui semble
unidirectionnelle pour tous les hybrides étudiés et correspondait à l’identification
morphologique des espèces parentales dans tout les cas. Combiné à l’ADN nucléaire,
l’identité des espèces a toujours été confirmée, sauf dans un seul cas. Cependant,
l’utilisation des enzymes de restriction peut servir à identifier à la fois les espèces
parentales ainsi que les hybrides.
4.3. APPLICATION POUR LA CONSERVATION
Ce projet avait comme objectif principal de contribuer à l’avancement des connaissances
sur l’habitat de la salamandre sombre des montagnes, un des mandats du plan
d’intervention sur les salamandres de ruisseaux du Québec. Cependant, comme la niche
écologique de cette espèce est déterminée par les interactions biotiques au sein de la
communauté en plus des conditions environnementales, l’analyse a inclus toutes les espèces
de salamandres retrouvées à Covey Hill.
Il a été possible de déterminer les exigences écologiques des salamandres sombres du
Québec et de leurs hybrides, mais également de trois autres espèces sylnpatriques, dont
deux sont également visées par le plan d’intervention. Ces informations permettront une
approche multispécifique lors de la planification des futures actions de conservation
envisagées d’ici 2007. En effet, cette étude a permis de dresser un portrait de la
communauté de salamandres de Covey Hill et de cibler les habitats essentiels à protéger.
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Toutefois, il faut garder en tête que les salamandres se déplacent dans l’habitat au cours de
la saison, en fonction des variations des variables environnementales ou de la période de
reproduction. Comme chaque espèce possède sa propre niche écologique, il semble que la
conservation d’habitats diversifiés suivant un gradient d’humidité est à favoriser afin de
satisfaire les exigences écologiques de toutes les espèces concernées.
Les résultats de l’identification moléculaire de D. ochrophaeus et de D. fuscus indiquent
que les caractères morphologiques relatifs aux éléments du patron dorsal peuvent être
utilisés de façon fiable pour dïscriminer les espèces parentales sur le terrain. En ce qui
concerne l’identification morphologique des hybrides, sa fiabilité n’a pu être déterminée,
même si la méthode moléculaire a perniis de détecter quelques hybrides.
Ce projet contribue à l’avancement des connaissances sur l’habitat et l’identification des
salamandres sombres au Québec, et permettra de mieux orienter les actions de conservation
futures. La protection des habitats assurera le maintien des populations de salamandres
sombres, en plus d’être bénéfiques à toutes les autres salamandres associées aux mêmes
habitats.
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APPENDIX I
Form used during the stream salamander survey of Covey Hill
¾ mousse (parcelle):________
¾ lit recouvert en eau (superficie]
_______
¾ parcelle où Peau:
s’écoule en continu:
<10
20-40
40-60
______
60-80
80-100
Prédateurs observés
Écrevisses
Poissons
$ubstrat(lit) %
Tle:
Roche mère
______
Roche (>20)
Roche (<20)
Gravier (<0,4)
Sable
_pHso!: f
Matière organique I Humidité sol : fArgile - limon j
Observateurs:
inventaire salamandres Covey Hill -2004
f mm) Date:
Latitude: Température air (°C):
Longitude: Humidité teL air (%):
WAYPOINT: Précipitations: Oui Non
Altitude (m):
Heure:
Recouvrement végéta! (%)
¾ Arborescent Arbustif Herbacé
0-20
20-40
40-60
60 - 80
80
- 100
)
Profdnd. à la nappe
phréatique (cm)
à5m
_
<10
àlOm_____ 11o-20
àl5m_____ t20-30
à2Om_____ J >30
Profond. max (cm) Courant ¾ Largeur moy. lit (m)
0-10 Lent <0.5
10-20 Modéré_ 0.5-1
20-30 Rapide_ 1-2
30-50 2-4
>50 >4
T°eau( ) T°eau( J
aHeaut
Espèce Maturité Amputation No TUBE Espèce Maturité Amputalion No TUBE
A J O ? Oui Non # * A J O ? Oui Non #
ÉCHAPPÉES:
* Espèces: D. ochrophaeus - D. fuscus Hybride - D? - 2 lignes
NB
Cendrée - Pourpre - ?
Notes
